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El virus de la bursitis infecciosa (IBDV), perteneciente a la familia Birnaviridae, es un 
importante patógeno aviar responsable de una enfermedad inmunosupresora que afecta a pollos 
de gallina doméstica. Las partículas de IBDV son icosaedros desnudos que encapsidan un genoma 
bipartito formado por RNA bicatenario. Este trabajo se ha centrado en el estudio de la proteína 
VP5 de IBDV, un polipéptido no estructural dispensable para la replicación de IBDV que juega un 
papel central en la patogenia provocada por el virus. A pesar de su importancia, al comienzo del 
presente trabajo la caracterización molecular y funcional de esta proteína era muy pobre. 
Nuestros estudios han permitido establecer que VP5 se expresa durante todo el ciclo de 
replicación de IBDV, siguiendo un patrón temporal similar al del resto de proteínas virales. Por otra 
parte, nuestros resultados demuestran que la proteína VP5 no está implicada en procesos 
elementales del ciclo de replicación, tales como la replicación/transcripción del genoma, la 
traducción de proteínas virales o el ensamblaje de la progenie viral. Los datos experimentales 
obtenidos indican que esta proteína tiene una importancia crítica sobre la capacidad de 
diseminación del virus. A lo largo de este trabajo se ha determinado que IBDV emplea dos 
mecanismos para la liberación de la progenie viral. Un mecanismo de liberación no lítico, no 
descrito anteriormente, dependiente de la expresión de la proteína VP5, que permite la salida de 
una fracción substancial de la progenie viral durante la fase exponencial del ciclo replicación sin 
afectar a la viabilidad celular; y un segundo mecanismo de liberación tardío, directamente 
asociado a la destrucción de la integridad celular. El mecanismo de liberación no lítica incrementa 
de forma significativa la capacidad de diseminación del virus. 
Además, en el presente estudio nosotros hemos determinado las bases moleculares del 
tropismo membranal de la proteína, mostrando que su acumulación en la membrana celular se 
produce mediante interacciones electrostáticas entre el dominio policatiónico localizado en el 
extremo C-terminal de la proteína y lípidos aniónicos presentes en la cara citosólica de la 
membrana plasmática. Mediante ensayos de interacción in vitro empleando matrices lipídicas y 
diferentes versiones de la proteína purificadas mediante cromatografía de afinidad, se ha 
determinado que VP5 interacciona de forma específica con diferentes fosfoinosítidos (PIP), 
preferencialmente con derivados monofosfato de fosfatidilinositol. Finalmente, se ha determinado 
que la deleción de su dominio de interacción con PIPs reduce significativamente la capacidad de 
diseminación del virus y la producción de virus extracelular. 
 




The infectious bursal virus (IBDV), belonging to the Birnaviridae family, is an important 
avian pathogen responsible for an immunosuppressive disease that affects domestic chicken. The 
IBDV particles are naked icosahedra harboring a bipartite genome formed by double-stranded 
RNA. This work has focused on the study of the VP5 protein of IBDV, a non-structural polypeptide 
dispensable for the replication of IBDV that plays a central role in the pathogenesis caused by the 
virus. Despite its importance, at the beginning of this study the molecular and functional 
characterization of this polypeptide were very poor as yet. 
Our studies have established that VP5 is expressed throughout the cycle of IBDV 
replication, following a temporal pattern similar to that of other viral proteins. On the other hand, 
our results show that the VP5 protein is not involved in elementary processes of the replication 
cycle, such as genome replication/transcription, translation of viral proteins or the assembly of the 
virus progeny. The experimental data described here indicate that this protein has a critical 
importance on virus dissemination. Throughout this work, it has been determined that IBDV 
employs two mechanisms for the release of viral progeny. A previously undescribed non-lytic 
release mechanism, dependent upon the expression of the VP5 protein, which allows the exit of a 
substantial fraction of the viral progeny during the exponential phase of the replication cycle 
without affecting cell viability; and a late release mechanism directly associated with the 
destruction of cell integrity. The non-lytic release mechanism significantly enhances virus 
spreading. 
In addition, in the present study we have determined the molecular bases underlying the 
membrane tropism of the protein, showing that its accumulation at the cell membrane is the 
result of electrostatic interactions between the polycationic domain located at the C-terminal end 
of the protein and anionic lipids present in the cytosolic face of the plasma membrane. In vitro 
interaction assays using lipid matrices and different versions of the protein purified by affinity 
chromatography, have shown that VP5 specifically interacts with different phosphoinositides (PIP), 
preferably with phosphatidylinositol monophosphate derivatives. Finally, it has been determined 
that the deletion of the VP5-PIP interaction domain significantly reduces virus dissemination and 
extracellular virus yields. 
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- BSA: Albúmina de suero bovino (“Bovine serum albumin” por sus siglas en ingles). 
- BSC40: Células en cultivo cuyo origen son células epiteliales de riñón de mono verde africano. 
- CLSM: Microscopia confocal de escaneo laser (“Confocal laser scanning microscopy” por sus 
siglas en ingles). 
- DF-1: Células en cultivo cuyo origen son fibroblastos embrionales de pollo espontáneamente 
transformados. 
- DMEM: Medio Eagle modificado por Dulbecco (“Dulbecco's modified Eagle medium” por sus 
siglas en ingles). 
- DNA: Ácido desoxirribonucleico (“Deoxyribonucleic acid” por sus siglas en ingles). 
           · Variantes: cDNA: DNA complementario (“Complementary” por sus siglas en ingles). 
- E. coli: Bacteria de la especie Escherichia coli. 
- ER: Retículo endoplasmático (“Endoplasmic reticulum” por sus siglas en ingles). 
- FCS: Suero fetal de ternera (“Fetal calf serum” por sus siglas en ingles). 
- FLAG: Epítopo proteico formado por el péptido DYKDDDDK. 
- FVP5: Proteína VP5 que tiene fusionado en su extremo N-terminal el epítopo FLAG. 
- GFP: Proteína verde fluorescente (“Green fluorescent protein” por sus siglas en ingles). 
- HeLa: Células en cultivo cuyo origen son células epiteliales de cáncer cervical humano. 
- IBD: Enfermedad de la bursitis infecciosa, o enfermedad de Gumboro (“Infectious bursal disease” 
por sus siglas en ingles). 
- IBDV: Virus de la bursitis infecciosa (“Infectious bursal disease virus” por sus siglas en ingles). 
           · Patotipos: · (M): Virulencia leve (“Mild” por sus siglas en ingles). 
                   · (I): Virulencia intermedia (“Intermediate” por sus siglas en ingles). 
                   · (CV): Virulencia clásica (“Classical virulent” por sus siglas en ingles). 
                   · (VV): Muy virulentas (“Very virulent” por sus siglas en ingles). 
- IFN: Interferón (“Interferon” por sus siglas en ingles). 
- IPTG: Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido. 
- kb: Kilobase (1.000 pares de bases nitrogenadas). 
- kDa: KiloDalton (1.000 Daltons o unidades de masa atómica unificada). 
- mAb: Anticuerpos monoclonales (“Monoclonal antibodies” por sus siglas en ingles). 
- MDa: MegaDalton (1.000.000 Daltons o unidades de masa atómica unificada). 
- Mock: Control experimental negativo, en el que la muestra no ha sido infectada por ningún virus. 
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- MOI: Multiplicidad de infección (“Multiplicity of infection” por sus siglas en ingles). 
- MVB: Cuerpos multivesiculares (“Multivesicular bodies” por sus siglas en ingles). 
- MW: Peso molecular (“Molecular weight” por sus siglas en ingles). 
- NMR: Resonancia magnética nuclear (“Nuclear magnetic resonance” por sus siglas en ingles). 
- PBS: Tampón fosfato salino (“Phosphate buffered saline” por sus siglas en ingles). 
- PCR: Reacción de la polimerasa en cadena (“Polymerase chain reaction” por sus siglas en ingles). 
- PFU: Unidad formadora de placa (“Plaque-forming unit” por sus siglas en ingles). 
- p.i.: Post infección (“Post-infection” por sus siglas en ingles). 
- PI: Fosfatidilinositol (“Phosphatidylinositol” por sus siglas en ingles). 
- PI3K: Fosfatidilinositol 3-quinasa (“Phosphatidylinositol 3-kinase” por sus siglas en ingles). 
- PIP: Fosfoinosítido (“Phosphatidylinositol phosphate” por sus siglas en ingles). 
- PM: Membrana plasmática (“Plasmatic membrane” por sus siglas en ingles). 
- PTM: Modificación postraduccional (“Post-translational modification” por sus siglas en ingles). 
- PVA: Matriz paracristalina de virus (“Paracrystalline virus array” por sus siglas en ingles). 
- ORF: Marco de lectura abierto (“Open reading frame” por sus siglas en ingles). 
- QM7: Células en cultivo cuyo origen son mioblastos musculares de codorniz. 
- qPCR: PCR cuantitativa (“Quantitative PCR” por sus siglas en ingles). 
- RACK1: Receptor 1 de la quinasa C activada (“Receptor for activated C-kinase 1” por sus siglas en 
ingles). 
- RdRp: RNA polimerasa dependiente de RNA. 
- RIN: Numero de integridad del RNA (“RNA integrity number” por sus siglas en ingles). 
- RNA: Ácido ribonucleico (“Ribonucleic acid” por sus siglas en ingles). 
           · Variantes: dsRNA: RNA de doble cadena (“Double-stranded” por sus siglas en ingles). 
                   mRNA: RNA mensajero (“Messenger” por sus siglas en ingles). 
                   ssRNA: RNA de cadena simple (“Single-stranded” por sus siglas en ingles). 
- RNP: Ribonucleoproteína (“Ribonucleoprotein” por sus siglas en ingles). 
- RT: Temperatura ambiente (“Room temperature” por sus siglas en ingles). 
- Soroa: Cepa de IBDV de virulencia clásica (CV) adaptada a crecer en cultivos celulares, 
considerada como WT. 
- SPF: Libres de patógenos específicos (“Specific pathogen free” por sus siglas en ingles). 
- SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (“Sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis” por sus siglas en ingles). 
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- TEM: Microscopia electrónica de transmisión (“Transmission electron microscopy” por sus siglas 
en ingles). 
- TLR: Receptor de tipo Toll (“Toll-like receptor” por sus siglas en ingles). 
- UTR: Región no traducida (“Untranslated region” por sus siglas en ingles). 
- VACV: Virus vacunal (“Vaccinia virus” por sus siglas en ingles). 
- VCV: Vesícula que contiene viriones (“Vesicle-containing virions” por sus siglas en ingles). 
- VDCA2: Canal selectivo de aniones dependiente de voltaje 2 (“Voltage-dependent anion-
selective channel protein 2” por sus siglas en ingles). 
- VPg: Proteína viral unida al genoma (“Viral protein genome-linked” por sus siglas en ingles). 
- WT: Tipo salvaje (“Wild type” por sus siglas en ingles). 
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1. EL VIRUS DE LA BURSITIS INFECCIOSA 
1.1. Generalidades y taxonomía de IBDV 
El virus de la enfermedad de la bursitis infecciosa (IBDV), único representante del genero 
Avibirnavirus de la familia Birnaviridae (Delmas et al., 2012), es el virus mejor caracterizado de 
esta familia compuesta por cuatro géneros: i) Aquabirnavirus, que infectan a peces, moluscos y 
crustáceos; ii) Avibirnavirus, que infectan a aves; iii) Blosnavirus, que infectan a peces de la especie 
cabeza de serpiente (Channa maculata); y iv) Entomobirnavirus, que infectan a insectos. De 
acuerdo a la clasificación de Baltimore (Baltimore, 1971), los birnavirus pertenecen al grupo III, 
virus con genoma de doble cadena de RNA (dsRNA). 
IBDV es el agente causal de una enfermedad inmunosupresora, aguda y altamente 
contagiosa conocida como enfermedad de la bursitis infecciosa (IBD), también denominada 
enfermedad de Gumboro, atendiendo al lugar donde se detectó el primer brote de la enfermedad 
(Gumboro, Delaware, EE.UU., 1957) (Cosgrove, 1962). Aunque aún se desconoce su reservorio/s 
natural, la IBD afecta a aves de corral, especialmente formas juveniles de pollos de gallina (Gallus 
gallus) y pavos (Meleagris gallopavo) domésticos. Además de representar un peligro potencial 
para especies de aves silvestres (Gardner et al., 1997), la importancia fundamental del estudio de 
este virus radica en su relevancia económica. La IBD causa año tras año enormes pérdidas a la 
industria avícola mundial, hecho que condujo a su inclusión en la lista de “enfermedades de 
declaración obligatoria para animales terrestres y acuáticos” de la Organización Mundial de 
Sanidad Animal (http://www.oie.int/en/animal-health-in-the-world/oie-listed-diseases-2016/). 
De acuerdo a datos recientes, más del 60% de la producción mundial de pollos de engorde 
se encuentra sometida a estrictos programas para la prevención de brotes de esta enfermedad. 
Estos programas incluyen la vacunación tanto de las madres con virus inactivados como la de los 
propios pollos de engorde con vacunas vivas (Müller et al., 2012). Sin embargo, la implementación 
de estos programas no ha conseguido evitar la diseminación de la enfermedad, que actualmente 
afecta a la práctica totalidad del planeta. Desde los aislamientos iniciales, se ha observado un 
incremento significativo en la virulencia de las cepas virales circulantes (Berg, 2000). Este 
incremento agrava de forma significativa las pérdidas económicas de la industria avícola, un sector 
vital para la industria agroalimentaria mundial. De acuerdo con Eurostat, las aves de corral 
constituyen la segunda, y más barata, fuente de proteína animal para los ciudadanos europeos. En 
el conjunto de los 28 países que conforman la Unión Europea, se estima que en el año 2016 se 
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produjeron aproximadamente 13,8 millones de toneladas de productos derivados de aves de 
corral, con un consumo estimado de 22,6 kg per capita. Además, la tendencia del mercado es 
continuar con un crecimiento moderado pero constante en los próximos años 
(http://ec.europa.eu/agriculture/markets-and-prices/medium-term-outlook/ index_en.htm). 
La relevancia de estos datos viene refrendada por el hecho de que las aves de corral 
proporcionan más del 30% del total de proteínas consumidas en los países en vías del desarrollo, 
siendo así la principal fuente de proteína animal en estas áreas (http://www.fao.org/docrep/005/ 
y4252e/y4252e00.htm). De esta manera, las consecuencias de los brotes de IBDV en gran parte de 
Sudamérica, África y Asia constituyen un importante factor limitante para la vital producción de 
aves de corral de estas regiones. Como ejemplo del impacto de IBDV en estos países, recientes 
muestreos serológicos en Nigeria y Tanzania muestran que aproximadamente el 60% de la 
población de pollos criados en explotaciones familiares, una fuente de alimento fundamental en 
estos países, son seropositivos para IBDV (Swai et al., 2011, Sule et al., 2013).  
1.2. Tropismo y proceso de infección natural de IBDV 
La principal diana de IBDV son las células precursoras de linfocitos B (células productoras 
de anticuerpos) localizadas en la bursa o bolsa de Fabricio (Becht, 1980), un órgano linfoide, 
próximo a la cloaca, esencial para la maduración del sistema inmune aviar (Figura 1). Los pollos en 
fase de crecimiento (entre las 3 y las 6 semanas de vida) que aún presentan un sistema inmune 
inmaduro, son los individuos más susceptibles y afectados por IBDV (Kibenge et al., 1988). 
 El consenso establecido actualmente indica que la infección natural ocurre por transmisión 
horizontal indirecta, iniciándose a través de la ruta oral-fecal. Tras la ingestión de material 
(habitualmente fecal) que contiene virus infectivo, las partículas virales son fagocitadas por los 
macrófagos residentes en el intestino, los cuales transportan el virus a otros tejidos. Tras alcanzar 
la bolsa de Fabricio, el virus replica activamente en pre-linfocitos B portadores de 
inmunoglobulinas de tipo M (IgM) (Rodenberg et al., 1994). La infección causa una rápida y severa 
disminución de la población de linfocitos B bursales, siendo a su vez afectados otros órganos 
linfoides secundarios, tales como el bazo, el timo y las amígdalas cecales (Ingrao et al., 2013) 
(Figura 1). Esta importante disminución de la población linfocitaria provoca un cuadro de 
inmunosupresión que dificulta la maduración inmunológica de las aves infectadas, afecta la 
respuesta a los programas de vacunación e incrementa de forma drástica la susceptibilidad a 
patógenos oportunistas. Estos datos han sido confirmados por experimentos recientes que 
 
Estudio de la función y localización de la proteína no estructural VP5 del virus de la bursitis infecciosa                          INTRODUCCIÓN 
17 
 
demuestran la capacidad de IBDV para infectar y replicar en macrófagos, pero no el linfocitos T 
(Aricibasi et al., 2010). 
 
Figura 1. Sistema linfoide del pollo. En el esquema se representan los principales órganos linfoides 
del pollo. 
 
1.3. Serología y patogénesis de IBDV 
 Se han identificado dos serotipos bien diferenciados de IBDV. El serotipo I agrupa a todas 
las cepas que muestran propiedades patogénicas en pollos domésticos, mientras que las cepas del 
serotipo II, principalmente aisladas en pavos asintomáticos, no son patogénicas en pollos de 
gallina doméstica libres de patógenos específicos (SPF). Las cepas del serotipo I se agrupan en 
cuatro patotipos muy amplios: i) virulencia leve (M); ii) virulencia intermedia (I), iii) virulencia 
clásica (CV) y iv) muy virulentas (VV). Las cepas M e I, aisladas a partir de los brotes iniciales de IBD 
(finales de la década de 1950), causan una atrofia bursal reversible y sus tasas de mortalidad son 
insignificantes. Por otro lado, las cepas CV, aisladas durante la década de 1960, inducen lesiones 
hemorrágicas, reducción del tamaño de los folículos de la bolsa de Fabricio y tasas de mortalidad 
entre el 30 y el 60%, siendo su morbilidad del 100%. Por último, las cepas VV, surgidas con 
posterioridad a 1990 y actualmente prevalentes en Europa, Asia, África y Latino América, inducen 
síntomas clínicos similares, aunque exacerbados, a los provocados por las cepas CV y mortalidades 
mortalidades de entre el 70 y el 90% en pollos SPF (van den Berg et al., 2000). El incremento en la 
virulencia parece estar asociado a la aparición de mutaciones puntuales en la región hipervariable 
de la proteína VP2 de la cápsida viral (Bayliss et al., 1990). Esta región, comprendida entre los 
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aminoácidos 206-350 de la proteína, es responsable de la inducción de anticuerpos neutralizantes 
durante la infección (Fahey et al., 1989). Algunas mutaciones en esta región dieron lugar a la 
aparición de nuevas cepas virales capaces de escapar a la acción de los anticuerpos neutralizantes 
inducidos por las vacunas clásicas producidas a partir de cepas M e I de IBDV (Giambrone and 
Closser, 1990, Vakharia et al., 1994).  
1.4. Persistencia y evolución reciente de IBDV 
 La detección de cepas IBDV correspondientes al serotipo I en gallinas ponedoras 
asintomáticas (Maw et al., 2008) sugiere la capacidad del virus para establecer infecciones 
persistentes in vivo (Jeon et al., 2008). Estas observaciones han sido confirmadas recientemente 
en pollos SPF infectados de manera experimental (Abdul et al., 2013). Estos estudios sugieren que 
una elevada proporción de los individuos que sobreviven a la fase aguda de la infección se 
mantienen persistentemente infectados. Aunque estas aves no presentan síntomas clínicos, los 
análisis histopatológicos muestran la presencia de folículos bursales inusualmente pequeños e 
infiltrados con macrófagos, linfocitos T CD4+ y CD8+, así como linfocitos B presentadores de 
antígeno activados (Rauf et al., 2013). En línea con estas observaciones, nuestro grupo de 
investigación ha demostrado la capacidad de IBDV para infectar persistentemente linfoblastos 
bursales DT40 (Delgui et al., 2009a), así como diferentes líneas celulares de origen aviar y humano. 
 Uno de los aspectos más intrigantes en la historia natural y evolución reciente de IBDV está 
relacionado con el drástico cambio observado en la patogénesis inducida por el virus a lo largo de 
un periodo de 60 años, desde los brotes iniciales causados por cepas M, hasta los actuales brotes 
provocados por cepas VV. Muchos grupos de investigación han centrado su atención y esfuerzos 
en desentrañar los factores moleculares responsables del incremento de la virulencia de IBDV. A 
parte de las mutaciones detectadas en la región hipervariable de la proteína VP2, estos estudios 
muestran que la virulencia en IBDV es un rasgo poligénico y que su aumento está asociado a la 
existencia de una serie de mutaciones conservadas dispersas en el genoma viral, que afectan a 
cada una de las proteínas codificadas por el virus (Brown et al., 1994, Boot et al., 2000, Brandt et 
al., 2001, Wang et al., 2004, Wang et al., 2007, Qi et al., 2009, Qin et al., 2009, Escaffre et al., 2013, 
Qi et al., 2013, Gao et al., 2014). Por otra parte, el análisis filogenético de cepas VV sugiere que 
estas mutaciones han evolucionado de manera independiente en ambos segmentos del genoma 
viral. Junto con estas mutaciones, la rápida diversificación del virus y a la aparición del patotipo VV 
han sido el resultado de un evento de reordenamiento genómico (reassortment) que se estima 
tuvo lugar durante la década de 1980 (Hon et al., 2006). Este reordenamiento de segmentos 
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podría haber sido favorecido por la naturaleza heteroploide del virus. Estudios realizados en 
nuestro laboratorio han demostrado que los viriones de IBDV encapsidan de manera aleatoria 
hasta cuatro segmentos genómicos, siendo las poblaciones virales con mayor número de 
segmentos genómicos las que presentan una mejor relación entre el número de partículas físicas y 
el número de partículas infectivas (Luque et al., 2009a). 
1.5. Genoma y programa de expresión génica de IBDV 
 El genoma de IBDV está compuesto por dos segmentos (A y B) de dsRNA que codifican 
cinco proteínas maduras (denominadas VP) (Dobos et al., 1979). El Segmento A (3,2 kb) contiene 
dos marcos de lectura abiertos (ORFs) parcialmente solapados (ORF A1 y ORF A2) y su 
transcripción genera un único mRNA bicistrónico. El ORF A1 codifica la proteína no estructural VP5 
[145 aminoácidos; 16,5 kDa; aparenta ≈19 kDa en electroforesis en geles de poliacrilamida con 
dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE)] que aun jugando un papel fundamental en la virulencia y 
diseminación del virus, es dispensable para su replicación in vitro e in vivo (Mundt et al., 1997, Yao 
et al., 1998, Lombardo et al., 2000). Más adelante se presentara una descripción más detallada 
acerca del conocimiento actual sobre esta proteína. El ORF A2 codifica una poliproteína de 
elevado peso molecular (1.012 aminoácidos; 109,7 kDa) que sufre un procesamiento 
autoproteolítico cotraduccional, catalizado por la proteasa viral VP4, que libera tres proteínas 
independientes (Birghan et al., 2000, Feldman et al., 2006). La proteína pVP2 (512 aminoácidos; 
54,4 kDa; aparenta ≈48 kDa en SDS-PAGE), precursor de la proteína madura de la cápsida VP2 (441 
aminoácidos; 47,1 kDa; aparenta ≈41 kDa en SDS-PAGE) que constituye aproximadamente el 50% 
del contenido proteico del virión); la proteasa viral VP4 (243 aminoácidos; 26,7 kDa); y VP3 (257 
aminoácidos; 28,9 kDa; aparenta ≈32 kDa en SDS-PAGE) que constituye el 40% del contenido 
proteico del virión. La proteína VP3 forma homodímeros que interaccionan con dsRNA así como 
con las proteínas virales pVP2 (precursor de la proteína VP2) y VP1 que se describe más adelante. 
La proteína VP3 juega un papel temporal de andamiaje esencial durante el proceso de 
morfogénesis de la partícula viral, activa a la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) viral VP1 
y está implicada en el control de la respuesta innata antiviral de la célula huésped (Tacken et al., 
2003, Saugar et al., 2005, Garriga et al., 2007, Casanas et al., 2008, Busnadiego et al., 2012, Valli et 
al., 2012, Ye et al., 2014) (Figura 2). 
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La conversión de la proteína inmadura pVP2 a su forma madura, VP2, requiere de varios 
eventos proteolíticos. Tras escindirse cotraduccionalmente de la proteasa VP4, la región C-
terminal de pVP2 es procesada en las posiciones 501, 494 y 487 (enlaces Ala-Ala), sitios diana 
secundarios de VP4 (Sanchez and Rodriguez, 1999). El intermediario de pVP2 resultante (487 
aminoácidos) es procesado por la proteasa PurSA de la célula huésped en la posición 452 (Irigoyen 
et al., 2012). Finalmente, la proteína sufre un último procesamiento autoproteolítico durante la 
maduración de la partícula viral, que da lugar a la proteína VP2 madura (441 aminoácidos) 
(Irigoyen et al., 2009). Este procesamiento proteolítico en cascada del extremo C-terminal de pVP2 
genera cuatro péptidos anfipáticos denominados pep7a, pep7b, pep11 y pep46, que permanecen 
asociados al virión. Estos péptidos parecen jugar un papel relevante en el proceso de 
desensamblaje de la partícula viral durante el proceso de internalización del virus en la célula 
huésped (Chevalier et al., 2005). 
 
Figura 2. Genoma y programa de expresión génica de IBDV. La transcripción del segmento A de 
IBDV produce un mRNA bicistrónico responsable de la traducción tanto de la proteína VP5 como de la 
poliproteína viral. Esta última, sufre una serie de eventos de procesamiento proteolítico en cascada 
dando lugar a las proteínas maduras VP2, VP3 y VP4. La transcripción del Segmento B da lugar a un 
único mRNA responsable de la traducción de la proteína VP1 (RdRp). 
 
El Segmento B (2,8 kb) contiene un único ORF (ORF B) que codifica la proteína VP1 (880 
aminoácidos; 97,8 kDa), un polipéptido multifuncional responsable de la replicación del genoma y 
de la síntesis de los mRNAs virales. La proteína VP1 actúa como RdRp (von Einem et al., 2004, 
Garriga et al., 2007), como cebador durante el proceso de replicación/transcripción del dsRNA 
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genómico y como proteína viral unida al genoma (VPg), permaneciendo unida covalentemente a 
los extremos 5’ de ambas cadenas de los dsRNA genómicos (Kibenge and Dhama, 1997). La 
transcripción del genoma del birnavirus sigue un mecanismo semiconservativo que libera la 
cadena parental codificante (+) del segmento de dsRNA correspondiente (Mertens et al., 1982). El 
RNA de cadena simple (ssRNA) liberado, que permanece unido a la proteína VPg, es empleado 
como molde para la replicación del RNA y como mRNA para la síntesis de las proteínas virales. Los 
mRNAs virales carecen de estructuras cap-5’ y de poly(A) en su extremo 3’. Por otra parte, estos 
mRNAs carecen de sitios internos de entrada al ribosoma (IRES) de tamaño canónico (>300 
nucleótidos). Por tanto, se ha formulado la hipótesis de que la VPg unida al extremo 5’ de estos 
mRNAs podría jugar un papel clave en la iniciación del proceso de traducción (Tacken et al., 2004) 
(Figura 2). Resultados recientes apoyan esta hipótesis (Ye et al., 2017). 
1.6. Estructura del virión de IBDV 
 Los viriones de IBDV carecen de envuelta lipídica y presentan una única cápsida icosaédrica 
con un diámetro de entre 65 y 70 nm (≈37 MDa) con simetría T=13L. La cápsida está formada por 
260 trímeros de la proteína VP2 (Bottcher et al., 1997, Caston et al., 2001) en cuyo interior se aloja 
el genoma viral (Delmas et al., 2012). La gran mayoría (≥98%) de los viriones infectivos contienen 
un genoma heteroploide formado por cuatro segmentos genómicos incorporados a la cápsida de 
forma aleatoria (Luque et al., 2009a). En el interior del virión, el dsRNA viral se encuentra en forma 
de complejos ribonucleoproteicos (RNP), asociado a múltiples copias de la proteína VP3 que lo 
recubren en toda su longitud y a la proteína VP1, tanto en forma “libre” como en su forma VPg 
(Luque et al., 2009b) (Figura 3A-C).  
 La presencia de complejos RNP es un rasgo estructural fundamental que diferencia a los 
birnavirus de los virus dsRNA prototípicos, como los miembros de la familia Reoviridae. El genoma 
de los reovirus está confinado en el interior de una cápsida viral interna, también conocida como 
núcleo transcripcional, que aporta la maquinaria enzimática necesaria para la síntesis y extrusión 
de mRNAs virales maduros al citoplasma de la célula infectada. Esta estructura, que permanece 
inalterada durante el ciclo replicativo, protege al dsRNA genómico frente a los sensores de dsRNA 
celulares, tales como PKR, RIG-I, MDA5 y TLR3, contribuyendo a evitar el desencadenamiento de la 
respuesta innata antiviral (Lawton et al., 2000). Sin embargo, en birnavirus los complejos RNP 
actúan como entidades transcripcionales independientes, tanto in vitro como durante la infección 
viral (Luque et al., 2009b, Dalton and Rodriguez, 2014). Diferentes estudios han demostrado que la 
proteína VP3 sustituye funcionalmente al núcleo transcripcional de reovirus, protegiendo al dsRNA 
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viral y controlando la activación de las proteínas PKR y MDA5 (Valli et al., 2012, Busnadiego et al., 
2012, Ye et al., 2014). 
 
Figura 3. Estructura de IBDV. A) Diagrama de cintas de la superficie externa de una virión de IBDV, 
compuesta por 260 trímeros de la proteína estructural VP2. B) Representación gráfica que muestra un 
modelo de la estructura del virus y sus componentes, indicando la topología de las tres proteínas 
estructurales y del dsRNA bisegmentado (aunque se muestran solo dos segmentos genómicos, la 
mayoría de los virus infectivos contienen cuatro segmentos de dsRNA. Los complejos RNP formados 
por la asociación de las proteínas VP1 y VP3 al dsRNA genómico ocupan el espacio interior de la 
cápsida. (Ahlquist, 2005, Luque et al., 2009b). C) Micrografía obtenida en nuestro laboratorio en la 
que se observan viriones de IBDV sometidos a tinción negativa. 
 
1.7. Ciclo de replicación de IBDV 
 La infección por IBDV se inicia mediante la unión del virión a la membrana celular a través 
de la interacción entre la proteína de la cápsida VP2 con la integrina α4β1, un receptor de 
membrana muy abundante en diferentes tipos celulares, incluidos los linfocitos bursales (Delgui et 
al., 2009b). También se ha descrito que la proteína Hsp90 podría formar parte de un hipotético 
complejo receptor para IBDV (Lin et al., 2007). Tras la unión virus-receptor, el virión es 
internalizado mediante un mecanismo de macropinocitosis (Yip et al., 2012, Gimenez et al., 2015). 
De acuerdo con el modelo propuesto (Delgui et al., 2013) (Figura 4), los bajos niveles de 
Ca2+ del endosoma promoverían el colapso de los trímeros de VP2 y el desensamblaje de la 
cápsida (Garriga et al., 2006). Esto, a su vez provocaría la liberación al interior del endosoma, tanto 
de los complejos RNP como de los péptidos anfipáticos generados durante el procesamiento del 
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precursor pVP2 descritos anteriormente. La inserción de estos péptidos, capaces de perforar 
membranas, en la membrana endosomal provocaría la disgregación del endosoma (Galloux et al., 
2010) y la liberación subsecuente de los complejos RNP al citoplasma de la célula infectada. Los 
complejos RNP liberados iniciarían el proceso de transcripción/replicación del genoma viral. Los 
nuevos complejos RNP ensamblados se asociarían a vesículas endocíticas que circularían a través 
de microtúbulos hasta alcanzar la región perinuclear, estableciendo contacto físico con el aparato 
de Golgi, donde tendría lugar en ensamblaje de los nuevos viriones. Durante el proceso de 
replicación, no se produce un silenciamiento significativo de la traducción de proteínas celulares 
(Delgui et al., 2013).  
 
Figura 4. Modelo propuesto de liberación de los complejos RNP de IBDV. La integrina α4β1 y la 
proteína Hsp90 son componentes del complejo de receptores celulares que median en la infección por 
IBDV. Los viriones son internalizados a través de la vía endocítica. En el interior del endosoma, los 
trímeros de VP2 de la cápsida se desensamblan liberando tanto los complejos RNP como diferentes 
péptidos anfipáticos asociados a la cápsida. Estos últimos se asociarían a la membrana del endosoma 
provocando su perforación y la consecuente liberación de los complejos RNP permitiendo la 
activación del proceso de transcripción/replicación del genoma viral. Los nuevos complejos RNP 
ensamblados se asociarían a vesículas endocíticas que se trasladarían a través de microtúbulos hasta 
alcanzar la región perinuclear. Los complejos RNP se asociarían al aparato de Golgi donde se produce 
el ensamblado de la progenie viral. (Delgui et al., 2013) 
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Es importante remarcar que durante el periodo necesario para la acumulación de niveles 
significativos de proteína VP3 de nueva síntesis, los complejos RNPs son aparentemente más 
susceptibles a la detección por sensores celulares de dsRNA, especialmente por el TLR3 asociado a 
endosomas. Esta susceptibilidad podría estar significativamente potenciada en células activadas 
por interferón (IFN), las cuales poseen altos niveles de PKR activada, factores de transcripción 
implicados en la señalización de IFN (IRF-3, NFκB, IRF-1, STAT-1) (Colonna, 2007), así como 
mediadores apoptóticos (Bak, Bax, Bim, Caspasa 8) (Mukhopadhyay et al., 2014). El IFN previene la 
infección de una gran variedad de virus sin dañar a la célula. Sin embargo, la producción de este 
tipo de citoquinas también puede promover la muerte celular a través de la inducción de 
apoptosis vía FADD/Caspasa 8 (Lee et al., 2014). En este sentido, resultados recientes de nuestro 
laboratorio demuestran que la actividad autocrina del IFN producido en respuesta a la infección es 
responsable de la inducción de una importante respuesta apoptótica a tiempos tardíos de la 
infección  (Cubas-Gaona et al., 2018). 
 Tras su ensamblado, los viriones se acumulan en el citoplasma formando inclusiones 
paracristalinas de gran tamaño. Hasta la realización del presente trabajo no se habían realizado 
estudios específicos para caracterizar el proceso de liberación de la progenie viral. Sin embargo, 
por la carencia de envuelta lipídica se asumía de forma general que, al igual que en otros virus 
desnudos, la liberación de los viriones de IBDV se produciría en un único evento temporal asociado 
a la destrucción de la integridad celular (Lwoff et al., 1955). 
2. LA PROTEÍNA NO ESTRUCTURAL VP5 
2.1. Generalidades sobre la proteína VP5 de IBDV 
 Como se ha descrito anteriormente, VP5 es una proteína no estructural de pequeño 
tamaño que da lugar a la formación de homo-oligómeros que se acumulan preferencialmente en 
la membrana plasmática (PM) de la células infectada (Figura 5). Se ha sugerido que esta proteína 
podría estar implicada en la liberación de las partículas virales en las células infectadas (Mundt et 
al., 1995, Lombardo et al., 2000, Tacken et al., 2003, Wu et al., 2009). Estudios realizados con 
mutantes de IBDV obtenidos mediante genética reversa mostraron que la proteína VP5 no es 
esencial para la replicación del virus, ni en cultivo celular (Mundt et al., 1997) ni en animales 
infectados experimentalmente (Yao et al., 1998). Sin embargo, estos mutantes presentan una 
fuerte atenuación, siendo incapaces de provocar lesiones bursales de importancia o signos clínicos 
de enfermedad (Schroder et al., 2001, Qin et al., 2010). Por otra parte, se ha demostrado 
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experimentalmente que, fuera del contexto de la infección, la sobreexpresión de VP5 exacerba la 
motilidad celular y eventualmente provoca lisis celular. Estas observaciones sugieren que esta 
proteína podría inducir la reorganización del citoesqueleto y promover la permeabilización de las 
células infectadas (Lombardo et al., 2000). 
 Como se ha descrito anteriormente, el ORF de VP5 (ORF A1) se localiza en el extremo 5’ del 
segmento A y está parcialmente solapado con el ORF A2 que codifica la poliproteína viral. Por 
tanto, la transcripción de este segmento da lugar a la síntesis de mRNAs bicistrónicos (Figura 2). El 
mecanismo que gobierna la traducción de estos dos ORFs no ha sido caracterizado, aunque 
estudios llevados a cabo por distintos laboratorios sugieren que durante la replicación de las cepas 
del virus adaptadas a cultivos celulares, las tasas de traducción de la proteína VP5 inferiores a las 
de la poliproteína (Mundt et al., 1997, Lombardo et al., 2000). 
 
Figura 5. Localización subcelular de la proteína VP5 de IBDV. Análisis mediante inmunofluorescencia 
de células QM7 infectadas con el virus IBDV. La muestra, fijada a las 16 p.i., fue procesada mediante 
empleando un suero frente a la proteína VP5 (verde). Los núcleos celulares fueron teñidos mediante 
incubación con DAPI (azul). 
 
 La proteína VP5 es un polipéptido huérfano carente de homólogos conocidos 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los únicos ortólogos de VP5 se encuentran en genomas 
de virus pertenecientes a dos de los cuatro géneros de birnavirus (Avibirnavirus y Aquabirnavirus), 
lo que sugiere que este ORF se generó de manera tardía durante la evolución de los birnavirus. De 
acuerdo a análisis bioinformáticos, la aparición de este nuevo ORF tuvo lugar mediante un proceso 
de sobreimpresión génica a partir del gen ancestral de la poliproteína (Rancurel et al., 2009). 
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2.2. Papel de la proteína VP5 durante la replicación de IBDV 
 Tal como indican varios investigadores, la expresión de VP5 en las células infectadas por 
IBDV produce un aumento en la cantidad de progenie viral y promueve la liberación del virus 
(Mundt et al., 1997, Wu et al., 2009). Sin embargo, la información acerca del papel específico de la 
proteína VP5 durante la replicación de IBDV es escasa y contradictoria. Mientras algunos artículos 
la describen como una proteína proapoptótica (Yao et al., 1998, Li et al., 2012), otras publicaciones 
sugieren que juega un papel anti-apoptótico (Liu and Vakharia, 2006, Wei et al., 2011). 
Se han publicado diferentes artículos describiendo posibles interacciones de la proteína 
VP5 con diferentes polipéptidos de la célula huésped: i) el receptor 1 de la proteína quinasa C 
activada (RACK1) (Boot et al., 2001), una proteína de andamiaje que interactúa con un gran 
número de proteínas celulares implicadas en una amplia variedad de procesos celulares, tales 
como señalización por IFN, proliferación, movimiento, muerte y supervivencia celular (Gandin et 
al., 2013); ii) la subunidad regulatoria p85α de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). Esta interacción 
provocaría la activación de la vía de señalización PI3K/Akt promoviendo la supresión de la 
apoptosis prematura inducida por la infección (Wei et al., 2011), empleando un mecanismo similar 
al descrito con diferentes proteínas virales capaces de sobre activar la vía PI3K/Akt con el fin de 
mantener infecciones más duraderas en el tiempo (Cooray, 2004). Un ejemplo de este mecanismo 
se ha documentado con la proteína NS1 del virus de la gripe. NS1 usa un motivo de unión a 
dominios SH3 para interactuar con el dominio SH3 de la subunidad p85α de PI3K (Shin et al., 
2007); iii) la proteína mitocondrial denominada canal selectivo de aniones dependiente de voltaje 
2 (VDAC2). Esta interacción provocaría la inducción de una respuesta apoptótica y la consecuente 
reducción del tamaño de la progenie viral (Li et al., 2012); y iv) finalmente, se ha descrito que la 
proteína VP5 podría formar un complejo con las proteínas RACK1 y VDAC2 que bloquearía la 
respuesta apoptótica activada por la infección viral (Lin et al., 2015). 
2.3. Análisis de secuencia de la proteína VP5 de IBDV 
El estudio in silico de la secuencia de VP5 aporta información relevante. Como se ha 
comentado anteriormente, la proteína VP5 está compuesta por 145 aminoácidos y tiene una masa 
molecular de 16,5 kDa, aunque presenta una movilidad electroforética de ≈19 kDa en SDS-PAGE. 
Esta disparidad entre la masa molecular teórica y la observada sugiere que la proteína podría sufrir 
modificaciones post-traduccionales (PTMs). El análisis bioinformático de la secuencia de VP5 
empleando los programas de predicción alojados en el servidor GPS (http://gps.biocuckoo .org/), 
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muestra la susceptibilidad potencial de la proteína a sufrir fosforilaciones y palmitoilaciones. Por 
un lado, este servidor predice la posibilidad de que diferentes aminoácidos (3S, 7T, 11S, 18S, 21T, 24S, 
30S, 36T, 40S, 82S, 95S, 113S, 115S, 119S y 131T) puedan sufrir fenómenos de fosforilación (Xue et al., 
2008). Por otra parte, también detecta una posible palmitoilación del residuo 23C (Ren et al., 2008) 
(Figura 6). 
 
Figura 6. Secuencia primaria de la proteína VP5 de la cepa Soroa. Los aminoácidos susceptibles de 
sufrir fosforilación o palmitoilación están marcados en color rojo y verde, respectivamente. La 
predicción se realizó empleando programas de predicción alojados en el servidor GPS. Los 
aminoácidos marcados en color azul corresponden a residuos electropositivos localizados en el 
extremo C-terminal de la proteína. Los aminoácidos marcados en amarillo forman tres regiones ricas 
en residuos de prolina que corresponden a posibles sitios de interacción con dominios SH3. Los 
aminoácidos subrayados corresponden a un posible dominio transmembranal. 
 
 La proteína VP5 posee tres zonas ricas en aminoácidos de prolina (69CLFPWIP75, 
95SDAPDCP101, and 138RDLPRKP144), que atendiendo a su secuencia podrían actuar como sitios de 
unión a dominios SH3 (Figura 6). Los dominios SH3 son módulos proteicos que median en las 
interacciones proteína-proteína comúnmente empleados por quinasas, fosfolipasas y GTPasas 
para identificar a sus proteínas diana. Las interacciones mediadas por dominios SH3 juegan un 
papel clave en procesos fundamentales tales como la transducción de señal, el remodelamiento 
de membranas y el reordenamiento del citoesqueleto (Li, 2005).  
Las predicciones topológicas de la secuencia de la proteína VP5 usando los servidores TM 
pred (Hofmann and Stoffel, 1993) y TopPred (Claros and von Heijne, 1994), muestran la existencia de 
una región ligeramente hidrofóbica compuesta por los aminoácidos 69CLFPWIPWL 
NCGCSLHTAGQ88, que podrían formar una α-hélice transmembrana (Figura 6). Aunque hasta la 
realización de este trabajo no se había estudiado el mecanismo por el cual la proteína VP5 se 
localiza en la PM de las células infectadas, la existencia de este posible dominio transmembrana 
permitió hipotetizar que VP5 podría comportarse como una proteína de membrana de tipo II 
(Lombardo et al., 2000), que podría actuar como viroporina (Nieva et al., 2012). Sin embargo, 
análisis topológicos subsecuentes realizados con programas que utilizan algoritmos más refinados, 
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como SPOCTOCUS (Viklund et al., 2008), PHOBIUS (Kall et al., 2004), DAS (Cserzo et al., 2002) y 
HMMTOP (Tusnady and Simon, 2001); no detectan la presencia de posibles α-hélices anfipáticas 
en la secuencia primaria de la proteína. 
 
Figura 7. Alineamiento múltiple de secuencia correspondiente a los 23 aminoácidos C-terminales de 
la proteína VP5 codificada por el genoma de varias cepas de IBDV pertenecientes a diferentes 
patotipos. Cepas Soroa (número de acceso: AF140705), Cu1 (D00867) y CEF94 (AF194428) de 
virulencia clásica (CV) del serotipo I; cepas D6948 (AF240686) y UPM97/61 (AF247006) muy 
virulentas (VV) del serotipo I; y cepas 23/82 (AF362773) y OH (IBU30818) apatogénicas del serotipo II. 
Los aminoácidos electropositivos conservados están marcados en azul. 
 
 Finalmente, el extremo C-terminal de la proteína VP5 contiene una región policatiónica con 
una alta concentración de aminoácidos básicos (132KR133, 136KRR138 y 142RK143) (Figura 6). Una 
comparación de la secuencia de VP5 de cepas clásicas y muy virulentas del serotipo I y avirulentas 
del serotipo II, indica que esta región está altamente conservada (Figura 7). Esta región 
policatiónica es similar a la detectada en determinadas proteínas celulares, como las GTPasas de 
las familias Ras, Rho, Arf y Rab (Goldenberg and Steinberg, 2010), que emplean dominios C-
terminales cargados positivamente para unirse, a través de interacciones electrostáticas, a lípidos 
aniónicos, principalmente fosfoinosítidos (PIP), anclados a la cara citoplasmática de diferentes 
compartimentos membranales (Heo et al., 2006). La presencia de esta región podría jugar un 
importante papel en el tropismo membranal de VP5. 
En la actualidad, no existe información con respecto a la estructura atómica de la proteína. 
Desgraciadamente, la validez de las predicciones estructurales generadas in silico se ve 
fuertemente lastrada por la inexistencia de proteínas ortólogas previamente caracterizadas 
(Ganguly and Rastogi, 2018). 
3. ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LOS FOSFOINOSÍTIDOS 
 Los PIPs son derivados fosforilados del fosfatidilinositol (PI). El PI pertenece a una familia 
de lípidos denominados glicerofosfolípidos, y está compuesto por un núcleo central de glicerol al 
que se le unen dos colas de ácidos grasos no polares (habitualmente acido esteárico en la posición 
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1 y ácido araquidónico en la posición 2) y un grupo fosfato (en la posición 3), que a su vez está 
unido a una cabeza polar de inositol. De esta manera, el PI se considera un lípido anfipático, al 
presentar unas colas hidrofóbicas, no polares, y una cabeza polar (Mathews et al., 2000). El anillo 
de inositol puede ser fosforilado por diferentes quinasas en las posiciones 3, 4 y 5 de los grupos 
hidroxilo, pero no en las posiciones 2 y 6 debido a impedimentos estéricos (Figura 8). 
 
Figura 8. Representación de la estructura química del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PI(4,5)P2). El 
PI(4,5)2 está compuesto por una cola hidrofóbica no polar formada por un núcleo central de glicerol, 
al que se le unen el ácido esteárico en la posición 1 y el ácido araquidónico en la posición 2; y una 
cabeza polar con carga negativa formada por un grupo fosfato unido en la posición 3 del glicerol, que 
conecta con el anillo de inositol al que se le unen en sus posiciones 4 y 5 otros grupos fosfato. Según el 
tipo de PIP en cuestión, este podrá presentar fosforiladas o defosforiladas las posiciones 3, 4 y 5 del 
inositol. 
 
 Según las posiciones fosforiladas del anillo de inositol, podemos encontrar siete 
combinaciones posibles de PIPs en células animales: i) especies monofosfato, PI 3-fosfato (PI(3)P), 
PI 4-fosfato (PI(4)P) y PI 5-fosfato (PI(5)P); ii) especies bifosfato, PI 3,4-bifosfato (PI(3,4)P2), PI 3,5-
bifosfato (PI(3,5)P2) y el PI 4,5-bifosfato (PI(4,5)P2); iii) y la especie trifosfato, representada por PI 
3,4,5-trifosfato (PI(3,4,5)P3). Los grupos fosfatos unidos a la cabeza polar de inositol aportan a las 
moléculas PIPs una carga neta negativa a pH fisiológico, por lo que se les considera como los 
fosfolípidos más acídicos (Mueller-Roeber and Pical, 2002). 
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 Los PIPs se localizan predominantemente en la cara citosólica de las membranas de 
diversos orgánulos celulares y constituyen un pequeño, pero esencial, porcentaje del contenido 
total de fosfolípidos presentes en membranas eucarióticas. Entre estos orgánulos, encontramos al 
PI(3)P situado predominantemente en endosomas tempranos, al PI(4)P en PM y la red trans Golgi, 
al PI(3,4)P2 en PM, al PI(3,5)P2 en endosomas tardíos, al PI(4,5)P2 en PM y al PI(3,4,5)P3 en PM (van 
Meer et al., 2008) (Figura 9).  
 
Figura 9. Distribución subcelular de los lípidos presentes en la cara citosólica de distintas 
membranas celulares. El esquema representa la distribución subcelular de los distintos lípidos 
localizados en la cara citosólica de las distintas membranas presentes en células de mamífero y 
levaduras (van Meer et al., 2008). 
 
 Los PIPs están asociados a tres procesos de gran importancia para la homeostasis celular, 
como son el establecimiento de la identidad de la membrana de diversos orgánulos celulares, la 
señalización celular y el tráfico membranal (Heo et al., 2006). Para su función en procesos de 
señalización en membrana, los PIPs interaccionan con una gran variedad de proteínas. Las 
interacciones electrostáticas entre su cabeza polar cargada negativamente y los dominios básicos 
de las proteínas a las que se unen (tales como GTPasas de membrana) son relativamente débiles 
(Goldenberg and Steinberg, 2010) y requieren de la colaboración de otras proteínas de membrana, 
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que habitualmente funcionan como correceptores que emplean módulos específicos de unión a 
proteínas, tales como dominios de unión SH3, para reclutar proteínas y transportar proteínas 
citosólicas a compartimentos membranales específicos (Balla, 2013). Además de su papel como 
transductores de señales en la superficie de membranas, los PIPs intervienen una amplia variedad 
de procesos, incluyendo la reorganización del citoesqueleto y de la membrana, la regulación del 
transporte vesicular y la función secretora del aparato de Golgi. Los PIPs y sus subproductos 
también participan en una gran variedad de vías de señalización. De hecho, muchos patógenos, 
incluyendo diferentes virus, codifican proteínas que actúan sobre diferentes PIPs. Algunas de estas 
proteínas están directamente implicadas en patogénesis y juegan un papel fundamental en 
procesos de entrada y/o salida de diferentes virus, en la morfogénesis y en la desestabilización de 
la maquinaria basada en PIPs para evadir la acción de diversos mecanismos de respuesta innata de 
la célula huésped (Jun et al., 2013, Takahashi and Suzuki, 2011). 
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 Debido a su enorme impacto sobre la industria avícola mundial, IBDV es considerado como 
uno de los patógenos aviares de mayor relevancia económica. Sin embargo, tanto los mecanismos 
moleculares que regulan la virulencia como algunos aspectos fundamentales del ciclo de 
replicación de IBDV siguen siendo poco conocidos. 
 Como se ha mencionado anteriormente, estudios realizados por diferentes laboratorios 
demuestran que la eliminación de la proteína VP5 provoca una fuerte atenuación del virus que se 
evidencia en la ausencia de lesiones bursales y síntomas clínicos en pollos inoculados 
experimentalmente. Estos resultados indican que la proteína VP5 juega un papel clave en la 
interacción de IBDV con su hospedador. Sin embargo, y a pesar de su importancia, la información 
estructural y funcional acerca de esta proteína sigue siendo muy escasa. 
El objetivo general de esta tesis doctoral es caracterizar el papel funcional de la proteína 
VP5 durante el proceso de replicación de IBDV y su posible contribución en el mecanismo(s) de 
diseminación del virus. Para ello, se propusieron los siguientes objetivos concretos: 
1. Caracterizar la expresión de VP5 durante el ciclo replicativo de IBDV. 
2. Determinar la función(es) de la proteína. 
3. Analizar el posible papel de esta proteína en el proceso de liberación de la progenie. 
4. Estudiar el mecanismo de interacción de la proteína con membranas celulares. 
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1. Células, virus, infecciones y transfecciones 
 Se han empleado cultivos de células HeLa (células epiteliales de cáncer cervical humano, 
número CCL-2TM de la ATCC), DF-1 (fibroblastos embrionarios de pollo transformados 
espontáneamente, número CRL-12203 de la ATCC), BSC40 (células epiteliales de riñón de mono 
verde africano, numero CRL-2761 de la ATCC) y QM7 (mioblastos musculares de codorniz, número 
CRL-1962 de la ATCC). Las diferentes líneas celulares fueron crecidos en medio Eagle modificado 
por Dulbecco (DMEM) (Sigma) suplementado con penicilina (100 U/ml) (Sigma), estreptomicina 
(100 mg/ml) (Sigma) y 5% de suero fetal de ternera (FCS) (Sigma). 
Los virus vacunales recombinantes (VACV) VT7/FVP5, VT7/FVP5Δ5, VT7/FVP5Δ10, 
VT7/FVP5Δ15, VT7/FVP5M1, VT7/FVP5M2, VT7/FVP5M3, y VT7/FVP5M4 empleados en este 
trabajo fueron generados y amplificados como se describe más adelante (ver sección “Generación 
de VACV recombinantes”) en cultivos de células BSC40. Las titulaciones de virus fueron realizadas 
por triplicado usando un ensayo de placa mediante tinción con cristal violeta. Las monocapas de 
células BSC40 crecidas en placas de cultivos de seis pocillos fueron infectadas con diluciones 
seriadas de los distintos virus. Tras 1 h de absorción del virus a 37°C, las monocapas fueron 
cubiertas con medio semisólido compuesto por DMEM, 0,7% agar noble (Conda) y 2% de FCS. Los 
cultivos celulares fueron incubados durante 72 h a 37°C. A continuación, el medio semisólido fue 
eliminado cuidadosamente, y tras lavar los pocillos con tampón fosfato salino (PBS) frio, las 
monocapas fueron fijadas con una solución de formaldehido al 10% (Sigma) y teñidas con cristal 
violeta al 2,3% (Sigma). Las infecciones con estos virus fueron realizadas en células HeLa mediante 
diluciones de stocks virales en DMEM, a la multiplicidad de infección (MOI) indicada. Tras lavar con 
PBS, las monocapas fueron incubadas con suspensiones de virus durante 1 h a 37°C. Tras la 
adsorción viral, el medio fue reemplazado por DMEM fresco suplementado con FCS al 2%. La 
expresión de los genes inducibles se realizó a los tiempos p.i. indicados mediante la adición al 
medio de cultivo de 1mM isopropil-ß-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) (Apollo Scientific). 
Los virus IBDV-WT, IBDV-VP5-KO, IBDV-VP5Δ3CT, IBDV-VP5Δ10CT y IBDV-VP5Δ14CT 
empleados en este trabajo son derivados de la cepa Soroa de IBDV, un virus de serotipo I aislado 
en Cuba y adaptado a crecer en cultivos celulares. Estos virus fueron generados mediante genética 
reversa y amplificados como se describe más adelante (ver sección “Generación de los virus IBDV 
mutantes”) en células QM7. Las titulaciones de IBDV fueron realizadas por triplicado usando un 
ensayo de placa de lisis descrito más adelante (ver sección “Ensayo de placa para IBDV”) en células 
QM7. Las infecciones con estos virus fueron realizadas en células QM7 o DF-1 mediante dilución 
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en DMEM del stock viral correspondiente. Tras lavar con PBS, las monocapas fueron incubadas con 
la suspensión de virus durante 1 h a 37°C. Tras la absorción, el medio fue reemplazado por DMEM 
fresco suplementado con FCS al 2% durante el tiempo indicado. Para la titulación del virus, las 
monocapas fueron resuspendidas empleando una espátula y a continuación centrifugadas a baja 
velocidad (2.000xg durante 5 min) para eliminar los restos celulares. Los sobrenadantes 
resultantes fueron empleados para determinar el título viral extracelular. Para determinar el título 
viral intracelular, los sedimentos celulares fueron resuspendidos en medio fresco y sometidos a 
tres ciclos de sonicación durante 10 seg a 4°C empleando un aparato Sonifier S-450 (Branson 
Ultrasonics), para desprender las partículas del virus de los restos celulares. 
Las transfecciones de los plásmidos pEGFP, pEGFP/VP5 y pEGFP/CT122-145, generados 
como se describe más adelante (ver sección “Generación de plásmidos), fueron llevadas a cabo en 
monocapas de células HeLa preconfluentes. Las transfecciones realizadas en este trabajo se 
realizaron con 100 ng de DNA plasmídico por cada 105 células, empleando Lipofectamine 2000 
(Invitrogen). 
2. Generación de VACV recombinantes 
 El estudio del papel del dominio C-terminal de VP5 en la localización subcelular de la 
proteína se llevó a cabo mediante la expresión de versiones mutantes, de deleción y de sustitución 
(alanine scanning) del gen que codifica VP5, en cultivos infectados con VACV recombinantes. Los 
mutantes de deleción fueron generados mediante PCR empleando como molde el plásmido pT7-
SA-Rz (Irigoyen et al., 2009). Las reacciones se realizaron utilizando un único oligonucleótido 
directo 5’-CGCGCTCGAGCATATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGTTAGTAGAGATCAGACAAACG 
(Sigma), que incluye la secuencia codificante correspondiente al epítopo FLAG (DYKDDDDK), 
precedido por un ATG iniciador y localizado inmediatamente delante de una secuencia de 25 
nucleótidos que hibridan con el ORF de VP5, inmediatamente detrás de su ATG iniciador. Como 
oligonucleótidos inversos se emplearon los siguientes oligonucleótidos: 5’-GCGCGGATCCTCACTCA 
GGCTTCCTTGGAAGGTC (FVP5), 5’-GCGCGGATCCTCAAAGGTCACGGCGTTTATGGTG (deleción de 5 
aminoácidos; FVP5Δ5), 5’-GCGCGGATCCTCAATGGTGCCGTTTAGTGCATAAAC (deleción de 10 
aminoácidos; FVP5Δ10) o 5’-GCGCGGATCCTCAGCATAAACGCCACCAGGAAGTG (deleción de 15 
aminoácidos; FVP5Δ15), respectivamente. Los fragmentos de DNA generados fueron digeridos con 
NdeI (New England Biolabs) y BamHI, y clonados en el vector de inserción/expresión pVOTE.2 
(Ward et al., 1995) digerido con las mismas enzimas. Los plásmidos resultantes fueron 
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denominados pVOTE.2/FVP5, pVOTE.2/FVP5Δ5, pVOTE.2/FVP5Δ10 y pVOTE.2/FVP5Δ15, 
respectivamente. 
Los mutantes de sustitución de FVP5 fueron generados mediante síntesis génica 
(GeneScript). Las secuencias de estos mutantes incluyen las siguientes sustituciones de 
nucleótidos: FVP5M2, A448G, G449C, G450A, A451G, A452C y G453T; FVP5M3, A430G, 
A431C, C433G, G434C, C435T, C436G y G437C; FVP5M4, A418G, A419C, C421G, G422C 
y G423T. El mutante FVP5M1, contiene la suma de sustituciones introducidas en los mutantes 
FVP5M2, FVP5M3 y FVP5M4. Los mutantes de sustitución fueron clonados en el plásmido pVOTE.2 
siguiendo una estrategia de clonaje similar a la descrita para los mutantes de deleción. Los  
plásmidos resultantes se denominaron pVOTE.2/FVP5M1, pVOTE.2/FVP5M2, pVOTE.2/FVP5M3 y 
pVOTE.2/FVP5M4, respectivamente. Todos los plásmidos generados fueron secuenciados para 
comprobar la corrección de los insertos. A continuación se emplearon para generar los siguientes 
VACVs recombinantes: VT7/FVP5, VT7/FVP5Δ5, VT7/FVP5Δ10, VT7/FVP5Δ15, VT7/FVP5M1, 
VT7/FVP5M2, VT7/FVP5M3, y VT7/FVP5M4. La generación de los VACVs recombinantes fue 
realizada mediante la infección de células BSC40 con el virus VT7LacOI (Ward et al., 1995), un 
VACV recombinante que expresa la RNA polimerasa del bacteriófago T7 de manera inducible por 
IPTG, seguido de transfección con los plásmidos correspondientes. La selección y amplificación de 
los VACVs recombinantes se realizó siguiendo un protocolo descrito previamente (Ward et al., 
1995). 
3. Generación de virus IBDV mutantes 
La introducción de mutaciones en el genoma de IBDV se realizó mediante mutagénesis de 
dirigida, empleando como molde el plásmido pT7-SA-Rz. Se utilizaron las siguientes parejas de 
oligonucleótidos: VP5-KO, 5’-AACGCTATCATTGATAGTTAGTAGAGATCAG y 5’-CTGATCTCTACTAACT 
ATCAATGATAGCGTT; VP5Δ3CT, 5’-CATAAACGCCGTGACCTTCCAAGGTAGCCTGAGTGAACTGACAGAT 
G y 5’-CATCTGTCAGTTCACTCAGGCTACCTTGGAAGGTCACGGCGTTTATG; VP5Δ10CT, 5’-GTTTATGCA 
CTAAACGGCACCATTAACGCCGTGACCTTCCAAG y 5’-CTTGGAAGGTCACGGCGTTAATGGTGCCGTTTAG 
TGCATAAAC; VP5Δ14CT, 5’-CCTGGTGGCGTTTATGCACTTAACGGCACCATAAACGCCGTG-3’ y 5’-CACG 
GCGTTTATGGTGCCGTTAAGTGCATAAACGCCACCAGG; para generar los plásmidos pT7-SA-Rz/VP5-
KO, pT7-SA-Rz/VP5Δ3CT, pT7-SA-Rz/VP5Δ10CT, pT7-SA-Rz/VP5Δ14CT, respectivamente. Estos 
plásmidos, junto con el plásmido pT7-SA-Rz original, fueron analizados para determinar la 
corrección de las secuencias insertadas. Posteriormente, los plásmidos se emplearon para obtener 
y amplificar los virus mutantes IBDV-VP5-KO, IBDV-VP5Δ3CT, IBDV-VP5Δ10CT, IBDV-VP5Δ14CT e 
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IBDV-WT, respectivamente; mediante genética reversa de acuerdo al protocolo que se describe 
más adelante. 
El virus IBDV-WT es una versión no modificada de la cepa Soroa de IBDV generado 
mediante genética reversa. El virus IBDV-VP5-KO contiene una única sustitución nucleotídica en el 
segmento A del genoma viral, G98A, que elimina el codón de iniciación del ORF A1, lo que impide 
la expresión de la proteína VP5 (Mundt et al., 1997). Los virus IBDV-VP5Δ3CT, IBDV-VP5Δ10CT, 
IBDV-VP5Δ14CT contienen una única sustitución nucleotídica A489U, A501U o A522U en el 
segmento A, respectivamente. Estas mutaciones convierten los codones correspondientes a los 
aminoácidos K132 y K136 de VP5, o el codón correspondiente al residuo K142 de VP5, en codones de 
terminación. De esta forma, estos mutantes expresan formas truncadas, carentes de 3, 10 y 14 
aminoácidos, respectivamente, en el extremo C-terminal de la proteína. 
Las distintas versiones de los plásmidos pT7-SA-Rz y el pT7-SB-Rz (Irigoyen et al., 2009) 
contienen el cDNA completo correspondiente a la cadena positiva de los segmentos A y B de la 
cepa Soroa de IBDV, respectivamente. Los cDNAs de ambos segmentos se encuentran flanqueados 
por la secuencia del promotor de la RNA polimerasa del bacteriófago T7 (en posición 5’) y por la 
secuencia de la ribozima del virus de la Hepatitis ẟ (en posición 3’). 
 Cultivos de células QM7 fueron cotransfectados con cada una las distintas versiones 
mutantes del plásmido pT7-SA-Rz junto con el plásmido pT7-SB-Rz, empleando Lipofectamine 
2000. A las 6 h post-transfección, los cultivos fueron infectados con el virus VT7LacOI (Ward et al., 
1995) a una MOI de 1 unidad formadora de placa (PFU) por célula, y posteriormente mantenidos a 
37°C en DMEM suplementado con 2% FCS y 1 mM IPTG. A las 72 h p.i., los cultivos fueron 
recogidos y sometidos a 3 ciclos de congelación/descongelación. Tras la eliminación de los restos 
celulares mediante centrifugación a baja velocidad (2.000xg durante 5 min), los sobrenadante 
fueron filtrados a través de un filtro Millex de 0,1 µm (Millipore) para eliminar los virus VACV. Los 
filtrados fueron empleados para infectar monocapas de células QM7. A las 72 h p.i., los cultivos 
fueron recogidos y empleados para amplificar los virus IBDV recombinantes. 
4. Ensayo de placa para IBDV 
 Se emplearon monocapas preconfluentes (50%) de células QM7 crecidas en placas de 
cultivos de 6 pocillos. Las monocapas fueron infectadas con diluciones seriadas de los distintos 
virus. Tras 1 h de adsorción a 37°C, los cultivos fueron cubiertos con medio semisólido compuesto 
por DMEM, 0,7% agar noble y 2% FCS; y mantenidos a 37°C en una atmósfera con 5% de C02 
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durante 72 h. A continuación, el medio semisólido fue eliminado cuidadosamente, y tras dos 
lavados con PBS frio (4°C), las monocapas fueron fijadas con metanol/acetona (v/v) durante 5 min 
a -20°C, y posteriormente secadas a temperatura ambiente (RT). Posteriormente, las monocapas 
fueron lavadas dos veces con PBS, y bloqueadas durante 30 min a RT con PBS suplementado con 
3% FCS. Transcurrido este periodo, las monocapas fueron incubadas con suero anti-VP2 de conejo 
(Fernandez-Arias et al., 1998) diluido en PBS suplementado con 3% FCS durante 90 min a RT. Tras 
un tres lavados con PBS, las monocapas fueron incubadas con anticuerpo Ig de cabra anti-conejo 
conjugado con peroxidasa (Sigma) en PBS 3% FCS durante 1h. Tras tres lavados con PBS, las 
muestras fueron incubadas con solución sustrato 3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloruro (DAB) 
(Sigma) en presencia de H2O2. El análisis estadístico de los datos correspondientes a las 
titulaciones se realizó empleando el programa GraphPad Prism (GraphPad Software). El análisis 
del tamaño de placas de lisis se llevó a cabo empleando el test de Kruskal-Wallis seguido de un 
test de comparaciones múltiples de Dunn entre las áreas de las placas de lisis detectadas en las 
monocapas infectadas con los diferentes virus mutantes frente a las generadas por el virus IBDV-
WT. Los datos presentados corresponden a tres experimentos independientes totalizando un 
mínimo de 750 placas para cada virus analizado. 
5. Generación de plásmidos 
 El plásmido pEGFP/VP5 fue generado clonando un fragmento de DNA generado mediante 
PCR usando los oligonucleótidos 5’-GCGCGCGAATTCTATGGTTAGTAGAGATCAGACA y 5’-GCGCGCG 
GATCCCTCAGGCTTCCTTGGAAGGTC y empleando como molde el plásmido pBSK/VP5 (Lombardo et 
al., 2000). El fragmento de DNA resultante fue digerido con las enzimas EcoRI y BamHI, y clonado 
en el plásmido pEGFP-C1 (Clontech) digerido con las mismas enzimas. El plásmido pEGFP/CT122-
145 fue generado clonando un fragmento de DNA generado mediante la hibridación de los 
oligonucleótidos 5’-AATTCAAAGCACACCAGCTGGTGGAGGCTGTGCACCAAGAGGCACCACAAGAGGAG 
GGACCTGCCCAGGAAGCCCGAGTAAG y 5’-GATCCTTACTCGGGCTTCCTGGGCAGGTCCCTCCTCTTGTGG 
TGCCTCTTGGTGCACAGCCTCCACCAGCTGGTGTGCTTTG con el vector pEGFP-C1 (Clontech), ambos 
digeridos con EcoRI y BamHI. Los plásmidos fueron secuenciados para determinar la corrección de 
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6. Expresión y purificación de las proteínas recombinantes VP5 marcadas con el epítopo FLAG a 
partir de cultivos bacterianos 
 Los fragmentos de DNA conteniendo los genes recombinantes FVP5, FVP5Δ15, y FVP5M1 
fueron aislados mediante digestión con NdeI y BamHI a partir de los plásmidos pVOTE.2/FVP5, 
pVOTE.2/FVP5Δ15 y pVOTE.2/FVP5M1, respectivamente; y posteriormente clonados en el vector 
de expresión procariota pRSETA (Invitrogen) digerido con las mismas enzimas. La restricción de 
pRSETA con NdeI y BamHI elimina del plásmido el ATG iniciador, el tag de 6xhistidinas, el epítopo 
Xpress y la secuencia de reconocimiento de corte de la enteroquinasa. En consecuencia, los genes 
FVP5 recombinantes se situaron a continuación del sitio de unión del ribosoma, permitiendo la 
expresión de proteínas recombinantes que carecen de secuencias heterólogas codificadas por el 
vector de expresión. Los correspondientes derivados de pRSETA fueron empleados para 
transformar células E.coli BL21(DE3)pLysS (Promega) competentes. La expresión de las proteínas 
recombinantes fue realizada a 18°C durante 16h de acuerdo con el protocolo recomendado por el 
fabricante. A continuación, los cultivos fueron sedimentados mediante centrifugación a 6.000xg 
durante 15 min a 4°C, y resuspendidos en tampón de lisis (50 mM Tris pH 8, 500 mM NaCl, 0,1% 
Igepal y 50 µg/ml lisozima), suplementado con inhibidores de proteasas cOmplete Mini EDTA-free 
(Roche). Tras 30 min a 37°C, las muestras fueron sonicadas, suplementadas con 5 unidades/ml de 
DNaseI (Roche) y MgCl2 hasta alcanzar una concentración final de 10 mM, y posteriormente 
incubadas durante 15 min a 37°C. Tras la incubación, las muestras fueron centrifugadas a 15.000xg 
durante 15 min a 4°C para eliminar residuos de mayor tamaño. El sobrenadante obtenido fue 
sometido a una segunda centrifugación a 100.000xg durante 1h a 4°C. El sobrenadante resultante 
fue sometido a una purificación mediante cromatografía de afinidad usando anti-FLAG M1 
Agarose Affinity Gel (Sigma) de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante. Las 
muestras de proteína purificada fueron dializadas frente a tampón PBS usando Slide-A-Lyzer 
Dialysis Cassette G2 3 ml 10K (Thermo Scientific), concentradas usando filtros Amicon de 10.000 
MWCO (Millipore) y analizadas mediante SDS-PAGE y Western blotting. La concentración de 
proteína se determinó empleando el Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). 
7. Generación del anticuerpo policlonal anti-VP5 en conejo 
 Para obtener el anticuerpo policlonal frente a la proteína VP5 completa, se generó un 
suero hiperinmune en conejo en colaboración con la empresa de salud animal Hipra S.A., 
siguiendo el protocolo previamente descrito (Harlow and Lane, 1988). Se emplearon tres conejos 
New Zealand (Oryctolagus cuniculus) macho, de 3 meses de edad y con un peso aproximado de 2,5 
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kg. Cada conejo fue inmunizado mediante la inyección de 1 mg de antígeno (proteína FVP5 
purificada en tampón PBS) en adyuvante de Freund completo para la primera inmunización e 
incompleto para las subsecuentes. Cada inoculación de antígeno fue repartida equitativamente en 
cuatro dosis intramusculares aplicadas en cada pata y en tres dosis subcutáneas en distintos 
lugares del lomo, siguiendo el método propuesto en la “Guide for the care and use of laboratory 
animals” del NIH. A los 20 y 40 días se volvieron a aplicar refuerzos de igual cantidad de antígeno. 
A los 60 días se sangraron los animales empleando tubos de ensayo sin anticoagulante. Para 
obtener el suero, la sangre se dejó coagular durante 30 min a RT, se centrifugo a 1.600xg durante 
10 min a RT, se recogió el sobrenadante correspondiente al suero sanguíneo, se alicuoteó y 
congelo a -80°C. Los sueros de los distintos conejos inmunizados se analizaron mediante Western 
blotting e inmunofluorescencia para determinar su capacidad para detectar a la proteína VP5, lo 
que permitió seleccionar el suero más eficiente para la realización de los estudios subsiguientes. 
8. Análisis por PCR cuantitativa (qPCR) 
 La purificación de los diferentes RNAs se realizó empleando el RNeasy Mini Kit (Qiagen). La 
calidad de los RNAs aislados se determinó estimando el número de integridad de RNA (RIN) con un 
instrumento 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Los RNAs fueron sometidos a transcripción 
inversa mediante incubación con transcriptasa inversa Super Script III (Invitrogen) en presencia de 
hexanucleótidos aleatorios de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante. Las 
muestras de DNA complementario (cDNA) fueron utilizadas para llevar a cabo las reacciones de 
qPCR usando los oligonucleótidos 5’-AAGGGCAGCTACGTCGATCTAC y 5’-TGGCAACTTCGTCTATGAA 
AGC, que hibridan en la región codificante de VP3 del segmente A de IBDV, dando lugar a la 
síntesis de un fragmento de DNA de 74 pb. Todas las reacciones fueron realizadas por triplicado 
empleando Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystem) en un instrumento 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystem). Las reacciones fueron realizadas empleando el siguiente 
programa de amplificación: 2 min a 50°C, 10 min a 95°C seguido de 40 ciclos de 15 seg a 95°C, 1 
min a 60°C, finalizando con 15 seg a 95°C, 1 min a 60°C, 30 seg a 95°C y 15 s a 60°C para construir 
la curva de fusión. Las cargas de RNA de IBDV fueron calculadas a partir de los valores de ciclo 
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9. SDS-PAGE, Western blotting y autoradiografía 
 Las muestras usadas para los análisis por Western blotting fueron preparadas mediante la 
eliminación del medio de monocapas celulares y resuspendiendo las células en tampón de lisis (20 
mM Tris pH 7,5, 50 mM NaCl, 50 mM KCl, 0,5% Igepal, 1 mM EDTA, 10% glicerol) suplementado 
con inhibidores de proteasas (cOmplete Mini EDTA-free). Los lisados celulares fueron mezclados 
(v/v) con tampón de carga Laemmli 2x (125 mM Tris-HCl pH 6,8, 4% SDS, 0,5% azul de bromofenol, 
10% glicerol, 10% β-mercaptoetanol) y mantenidos a 95°C durante 5 min. Las electroforesis fueron 
realizadas en 12% SDS-PAGE, seguido por electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa (Bio-
Rad). Antes de la incubación con los anticuerpos específicos, las membranas fueron incubadas con 
tampón de bloqueo (PBS al 5% leche desnatada en polvo) durante 1 h a RT. Tras el bloqueo, las 
membranas fueron incubadas a 4°C durante 16 h con el correspondiente anticuerpo primario 
diluido en tampón de bloqueo. Los anticuerpos primarios empleados en este estudio fueron 
sueros policlonales de conejo específicos frente a las proteínas VP2 (Fernandez-Arias et al., 1998), 
VP5 (ver sección “Generación del anticuerpo policlonal anti-VP5 en conejo”) de IBDV, anticuerpos 
monoclonales de ratón (mAb) específicos frente a β-actina (Sigma) y un mAB de ratón específico 
contra el epítopo FLAG (OriGene). Tras la incubación con los anticuerpos primarios, las membranas 
fueron lavadas con PBS e incubadas 1 h a RT con el correspondiente anticuerpo secundario diluido 
en tampón de bloqueo. Los anticuerpos secundarios usados en este estudio fueron Ig de cabra 
anti-conejo conjugado con peroxidasa o Ig de cabra anti-ratón conjugado con peroxidasa (Sigma). 
En el caso del anticuerpo anti-VP5 de conejo, se incubo la membrana un anticuerpo secundario 
anti-ratón biotinilado (Sigma) durante 1 h a RT seguido por una incubación con estreptavidina 
conjugada a peroxidasa (GE Healthcare) durante 20 min a RT. Las bandas inmunoreactivas fueron 
detectadas mediante quimioluminiscencia empleando ECL Plus Immunoblotting Detection Reagent 
(GE Healthcare). 
 Para los marcajes metabólicos, las monocapas fueron lavadas dos veces con DMEM carente 
de metionina. A continuación, los cultivos fueron incubados durante 1 h con DMEM carente de 
metionina y posteriormente suplementado con 100 μCi/ml de [35S]metionina durante 1 h. Tras 
este periodo, los cultivos fueron lavados dos veces con PBS, y resuspendidos en tampón de carga 
Laemmli. Las muestras de proteína fueron sometidas a 12% SDS-PAGE. Los geles fueron fijados, 
teñidos con azul de Coomassie para visualizar el patrón proteico, y posteriormente secados. La 
señal radiactiva fue detectada empleando un instrumento Storm Gel Imaging System (Molecular 
Dynamics). 
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10. Ensayo cuantitativo de muerte celular en tiempo real 
 Monocapas de células preconfluentes crecidas en placas de 24 pocillos fueron infectadas 
con el virus IBDV-WT o IBDV-VP5-KO o incubadas con medio de cultivo. Tras la absorción del virus, 
las monocapas fueron lavadas y cubiertas con medio suplementado con 2% FCS y el reactivo 
IncuCyte Cytotox Green (Essen Bioscience) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. 
Las placas de cultivo fueron introducidas en un instrumento IncuCyte ZOOM System (Essen 
Bioscience). Los cultivos fueron monitorizados cada 30 min usando un objetivo 10x. Se 
monitorizaron cuatro zonas de la monocapa seleccionadas aleatoriamente en cada pocillo. Los 
datos fueron procesados empleando el programa IncuCyte Zoom (Essen Bioscience) para 
cuantificar la muerte celular. Los datos presentados corresponden a tres infecciones 
independientes que incluyen la cuantificación de datos correspondientes a un total de 12 videos 
por muestra analizada. 
11. Análisis de inmunofluorescencia mediante microscopia confocal 
 Para la realización de ensayos de diseminación de virus célula-célula, se prepararon 
monocapas preconfluentes de células QM7 en placas μ-24 (Ibidi). Tras la infección, las monocapas 
fueron lavadas con PBS, cubiertas con medio semisólido compuesto por DMEM, 0,7% agar noble y 
2% FCS, y mantenidas bajo condiciones normales de cultivo. A los tiempos p.i. indicados, el medio 
semisólido fue eliminado cuidadosamente, las monocapas fueron lavadas dos veces con PBS frio, 
fijadas con metanol/acetona (v/v) durante 5 min a -20°C, y secadas al aire. Las monocapas fijadas 
fueron lavadas dos veces con PBS y bloqueadas mediante incubación durante 30 min a RT con PBS 
suplementado con 3% FCS. Tras este periodo, las monocapas fueron incubadas con anticuerpo 
policlonal anti-VP2 de conejo (Fernandez-Arias et al., 1998) diluido en PBS suplementado con 3% 
FCS durante 90 min a RT.  Tras un lavado intensivo con PBS, las monocapas fueron incubadas con 
mAb de ratón anti-Pan caderina (Sigma) durante 90 min a RT. Tras un lavado intensivo con PBS, las 
muestras fueron incubadas con anticuerpo IgG anti-conejo de cabra conjugado a Alexa 488 
(Molecular Probes) e IgG anti-ratón de cabra conjugado a Alexa 594 (Molecular Probes) diluidos en 
PBS suplementado con 3% FCS durante 1 h a RT. Los núcleos celulares fueron teñidos con 2-(4-
amidinofenil)-1H-indol-6-carboxamidina (DAPI) (Sigma) diluido en PBS durante 30 min a RT. 
Finalmente, los pocillos de cultivo fueron cubiertos con PBS antes de su visualización. 
Los estudios de localización subcelular fueron realizados empleando monocapas 
preconfluentes de células HeLa o QM7 preparadas sobre cubreobjetos de vidrio. A los tiempos p.i. 
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o post transfección indicados, los cubreobjetos fueron lavados dos veces con PBS frio. A 
continuación, las monocapas celulares fueron fijadas con metanol/acetona durante 5 min a -20°C 
y secadas al aire; y las monocapas transfectadas fueron fijadas con 4% paraformaldehido (Sigma) 
durante 30 min, permeabilizadas mediante la incubación con PBS conteniendo 0,5% Triton X-100 
(Sigma) durante 5 min. Los cubreobjetos fijados fueron lavados dos veces con PBS, y bloqueados 
mediante incubación durante 20 min a RT con PBS suplementado con 5% FCS. Después de este 
periodo, las muestras fueron incubadas con un mAb anti-GFP (Invitrogen) de ratón, anti-FLAG 
(OriGene) de ratón o un anticuerpo policlonal anti-VP5 de conejo, diluidos en PBS suplementado 
con 1% FCS durante 1 h a 37°C. Tras un lavado intensivo con PBS, las muestras fueron incubadas 
con anticuerpo IgG anti-ratón de cabra conjugado a Alexa 488 o IgG anti-conejo de cabra 
conjugado a Alexa 488 diluidos en PBS suplementado con 1% FCS durante 1 h a 37°C. Los núcleos 
celulares fueron teñidos con DAPI diluido en PBS durante 30 min a RT. Finalmente, los 
cubreobjetos fueron secados al aire, y montados con el reactivo anti decoloración ProLong 
(Invitrogen). 
Las muestras fueron visualizadas mediante epifluorescencia usando un sistema de 
microscopia confocal Leica TCS-Sp5 (Leica Microsystems). Las señales fluorescentes detectadas por 
microscopia confocal de escaneo laser (CLSM) fueron recogidas de manera independiente usando 
los filtros apropiados. Las imágenes fueron capturadas usando el paquete informático LAS-AF 
v2.6.0 (Leica Microsystems). 
El análisis de la distribución subcelular de la proteína VP5 fue realizado usando el programa 
Image J (http://imagej.nih.gov/ij/) sobre imágenes correspondientes a la sección confocal basal de 
células individuales teñidas tanto con anti-FLAG como con el suero anti-VP5. Las células con una 
señal específica de VP5 superior al 70% del total en cualquiera de los dos compartimentos 
analizados (PM y citoplasma) se catalogaron como pertenecientes al grupo con una distribución 
predominantemente membranal o citoplasmática. La fracción celular restante se catalogó como 
distribución mixta (PM/citoplasma). Los análisis estadísticos fueron realizados con datos 
correspondientes a tres experimentos independientes que incluían al menos 300 células por caso. 
12. Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 
 Cultivos de células QM7 crecidos en discos de zafiro de 3 mm (Engineering Office M. 
Wohlwend) no infectados o infectados a MOI=3 con los virus IBDV-WT o IBDV-VP5-KO. A los 
tiempos p.i. indicados, los cultivos fueron mantenidos en solución de fijación (0,4 M HEPES pH 7,2, 
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2% glutaraldehido, 1% ácido tánico) durante 1 h a RT. Las muestras fueron entonces lavadas con 
0,4 M HEPES pH 7,2, incubadas con solución de post-fijado (1% tetróxido de osmio y 0,8% 
ferricianuro de potasio diluido en agua destilada) durante 45 min a 4°C y procesadas para 
embeberlas en resina EMbed 812 (Electron Microscopy Sciences) de acuerdo con el protocolo 
recomendado por el fabricante. Las secciones ultrafinas de las muestras fueron teñidas con 
acetato de uranilo y citrato de plomo saturados. Las micrografías fueron capturadas empleando un 
microscopio electrónico 1200 EX II (Jeol) operando a 100 kV. 
Para realizar los ensayos de inmuno-microscopia electrónica, cultivos de células QM7 
fueron infectados con IBDV-WT a alta multiplicidad (MOI=3). A las 16 h p.i., los cultivos fueron 
mantenidos en solución de fijación (PBS, 4% paraformaldehido, 0,1% glutaraldehido) durante 4 h a 
4°C. Tras la fijación, los sedimentos celulares fueron suspendidos en glicerol y congelados en etano 
líquido. Las muestras fueron transferidas a una unidad de congelación-sustitución Riechert-Jung 
AFS (Leika) y mantenidas a 90°C en una mezcla (p/v) de metanol y acetato de uranilo durante 48 h. 
A continuación, las muestras fueron infiltradas en Lowicryl KYM (EML laboratories) a 30°C. La 
polimerización fue inducida con luz UV. Secciones ultrafinas de las muestras fueron 
inmunomarcadas con suero anti-VP2 seguido por incubación con IgG de cabra anti-conejo 
conjugado a oro coloidal de 5 nm. Las micrografías fueron capturadas con un microscopio 
electrónico 1200 EX II (Jeol) operando a 100 kV. 
13. Ensayos de unión a lípidos 
 Para la realización de estos ensayos, se emplearon matrices de lípidos (lipid arrays) 
depositados sobre membranas hidrofóbicas (Echelon Biosciences). Al inicio de los ensayos, las 
matrices fueron bloqueadas en tampón de bloqueo BBF (PBS suplementado con 5% BSA libre de 
lípidos, 0,1% Tween-20, 3 mM CaCl2) durante 90 min a RT. Tras este periodo, las matrices fueron 
incubadas durante 90 min a RT con la proteína bajo estudio, diluida en BBF a una concentración de 
5 µg/ml. Posteriormente, las membranas fueron lavadas con BBF e incubadas con el mAb anti-
FLAG de ratón durante 60 min a RT. A continuación, las membranas fueron lavadas con BBF e 
incubadas con anticuerpo IgG anti-ratón de cabra conjugado con peroxidasa durante 60 min a RT. 
Finalmente, tras un nuevo proceso de lavado, la proteína unida a la matriz fue detectada mediante 
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14. Análisis estadístico 
 Se empleó el programa Graphpad Prism para determinar la significación estadística de los 
datos numéricos obtenidos, mediante una prueba T de Student de dos colas para muestras 
independientes. 
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1. CARACTERIZACIÓN DEL PAPEL DE LA EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA VP5 EN EL CICLO 
 REPLICATIVO VIRAL
1.1. Análisis del patrón de expresión temporal de la proteína VP5 en células infectadas por IBDV 
 Como se ha mencionado anteriormente, al comienzo de este trabajo se carecía de datos 
experimentales acerca de la regulación temporal de la expresión de la proteína VP5, una 
información fundamental para analizar el papel funcional de esta proteína durante el ciclo de 
replicación viral. Por ello, nuestro trabajo experimental se centró inicialmente en la realización de 
un análisis comparativo de la cinética de acumulación de la proteína VP5 en cultivos infectados por 
IBDV. Como control para estos experimentos, se analizó de forma paralela la cinética de 
acumulación de la proteína VP3, un polipéptido estructural cuya expresión ya había sido 
caracterizada exhaustivamente con anterioridad.  
 Los experimentos se realizaron infectando monocapas preconfluentes de células QM7 con 
los virus IBDV-WT o con el mutante de IBDV que no expresa la proteína VP5, denominado IBDV-
VP5-KO. Los cultivos fueron infectados a alta multiplicidad (MOI=3). Como control, se emplearon 
cultivos de células QM7 sin infectar. Los cultivos fueron recogidos a diferentes tiempos p.i., 
abarcando un periodo de 24 h. Los extractos celulares correspondientes fueron analizados 
mediante Western blotting usando anticuerpos específicos frente a las proteínas VP5 y VP3. Como 
control de carga de proteína, las muestras fueron analizadas mediante Western blotting 
empleando un suero específico frente a la proteína celular actina. Estos experimentos fueron 
realizados por triplicado, obteniéndose resultados similares en todos los casos. La Figura 10 
muestra un ejemplo representativo de los resultados obtenidos. 
 
Figura 10. Análisis de la expresión temporal de la proteína VP5 en células infectadas por IBDV. 
Cultivos de células QM7 no infectadas (Mock) o infectadas (MOI=3) con los virus IBDV-WT o IBDV-
VP5-KO. Los extractos celulares recogidos a diferentes tiempos p.i. (0, 3, 6, 9, 12, 18 y 24 h) fueron 
sometidos a SDS-PAGE seguido de análisis por Western blotting usando sueros anti-VP5, VP3 o actina. 
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 El Western blotting realizado con el suero anti-VP5 reveló la presencia de una banda 
inmunoreactiva con una migración correspondiente a una proteína de ≈19 kDa en las muestras de 
células infectadas con IBDV-WT. Como era de esperar, esta banda no fue detectada en extractos 
de células infectadas con el virus IBDV-VP5-KO ni en cultivos sin infectar. Por otra parte, se puede 
apreciar que la intensidad de esta banda aumenta gradualmente a lo largo del tiempo p.i., 
siguiendo un patrón de acumulación similar al observado con la proteína viral control VP3. Estos 
resultados evidencian que la expresión de la proteína VP5 se mantiene a lo largo del ciclo de 
replicación del virus siguiendo una cinética de expresión temporal similar al de la proteína VP3. 
1.2. Determinación del papel funcional de VP5 en el proceso de transcripción/replicación de IBDV 
 Una vez establecido el patrón de expresión temporal de la proteína, el trabajo se centró en 
el análisis del posible efecto de la eliminación de la proteína VP5 sobre aspectos fundamentales 
del programa replicativo del virus, tales como la transcripción/replicación del genoma viral, la 
traducción de proteínas virales y el tamaño de la progenie. 
 
Figura 11. Efecto de la eliminación de la proteína VP5 sobre la acumulación de RNA total. Cultivos 
de células QM7 sin infectar (Mock) o infectadas (MOI=3) con los virus IBDV-WT o IBDV-VP5-KO. A los 
tiempos p.i. indicados (0 h, 8 h, 16 h y 24 h), los cultivos fueron recogidos y procesados para aislar su 
RNA total. Los RNAs aislados fueron sometidos a electroforesis en gel de Tris-borato-EDTA en geles de 
agarosa. Los geles fueron teñidos con SYBR Safe (ThermoFisher Scientific). Se indican las posiciones 
correspondientes a los RNAs ribosómicos 28S y 18S. 
 
 En primer lugar se analizó la cinética de acumulación de RNA viral en células QM7 
infectadas a alta multiplicidad (MOI=3) con los virus IBDV-WT e IBDV-VP5-KO. Como control se 
emplearon cultivos no infectados. A los tiempos p.i. indicados (0, 8, 16 y 24 h), los cultivos fueron 
recogidos y empleados para aislar RNA total. Tras el proceso de purificación se procedió a analizar 
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el estado de las diferentes muestras de RNAs. Mediante la determinación del número de 
integridad del RNA (RIN) (Schroeder et al., 2006), siendo éste en todos los casos superior a 9 en 
una escala 1-10 (datos no mostrados). Estos valores, indicativos de un excelente nivel de 
integridad fueron confirmados mediante electroforesis en geles de agarosa (Figura 11). Como se 
observa en la figura, los RNAs aislados de cultivos infectados con IBDV-WT e IBDV-VP5-KO 
presentan un nivel de integridad similar a la de las muestras correspondientes a cultivos no 
infectados, incluso a 24 h p.i., cuando las células muestran un acusado efecto citopático. Estos 
resultados indican que la replicación viral no provoca la degradación del RNA ribosomal. Por otra 
parte, de acuerdo a estos resultados, la expresión de la proteína VP5 no parece estar relacionada 
con la posible inducción de procesos de muerte celular provocada por la infección. Como se 
describe más adelante, se realizaron experimentos más pormenorizados para caracterizar este 
punto. 
 
Figura 12. Efecto de la expresión de la proteína VP5 sobre el proceso de transcripción/replicación 
del genoma de IBDV. Cultivos de células QM7 no infectadas (Mock) o infectadas (MOI=3) con los 
virus IBDV-WT o IBDV-VP5-KO fueron recogidos a los tiempos p.i. indicados (0, 8, 16 y 24 h). Las 
muestras fueron empleadas para aislar RNA total. Los RNAs aislados fueron analizados mediante 
qPCR empleando oligonucleótidos que hibridan en la región codificante del segmento genómico A. 
Las determinaciones fueron realizadas por triplicado. Los datos presentados se corresponden a la 
media ± desviación estándar de tres experimentos independientes. Las barras negras y blancas 
corresponden a los datos correspondientes a cultivos infectados con el virus WT y VP5-KO, 
respectivamente. Los corchetes indican comparación de datos por parejas mediante una prueba T de 
Student de dos colas para muestras independientes. *p<0.01. **p<0.001. 
 
 Las muestras de RNA aisladas fueron empleadas para determinar mediante qPCR la cinética 
de acumulación de RNA viral. Para ello, se empleó una pareja de oligonucleótidos que hibridan en 
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la región codificante de la proteína VP3 del segmento A del genoma de IBDV. Los datos 
presentados en la Figura 12, corresponden a tres experimentos independientes. Como se observa 
en la gráfica, la cinética de acumulación de RNA viral es similar en ambas infecciones. El análisis 
estadístico de los datos obtenidos no reveló diferencias significativas en los niveles de 
acumulación de RNA viral entre las infecciones realizadas con IBDV-WT e IBDV-VP5-KO en ninguno 
de los tiempos p.i. analizados. Como se evidencia en la gráfica, la máxima acumulación de RNA 
viral se alcanza a las 16 h p.i., decreciendo ligeramente a las 24 h p.i. Esta reducción en el nivel de 
acumulación de RNA entre las 16 y las 24 h p.i. fue estadísticamente significativa (p<0.001) 
únicamente en el caso de infecciones con el virus IBDV-WT. Este resultado permite afirmar que la 
expresión de la proteína VP5 no afecta de forma significativa al metabolismo del RNA viral. 
1.3. Determinación del papel de VP5 en el proceso de traducción de proteínas de IBDV 
 Con el fin de analizar el efecto de la proteína VP5 sobre la síntesis del resto de proteínas 
codificadas por el virus, cultivos de células QM7 infectados a alta multiplicidad (MOI=3) con IBDV-
WT, IBDV-VP5-KO fueron marcados metabólicamente durante 1 h con [35S]metionina a distintos 
tiempos p.i. Como control, se emplearon cultivos no infectados. Los extractos celulares 
correspondientes fueron sometidos a SDS-PAGE. Tras la electroforesis, los geles fueron teñidos 
con azul de Coomassie para evaluar la carga proteica de las diferentes muestras empleando la 
banda correspondiente a actina (42 kDa) y posteriormente revelados mediante autorradiografía. 
La Figura 13 muestra imágenes representativas de los resultados obtenidos en tres experimentos 
independientes. 
 Como se observa en la figura, la síntesis de novo de proteínas codificadas por IBDV (VP1 a 
VP4) comienza a ser detectable a partir de las 6 h p.i. En ambas infecciones, el máximo nivel de 
expresión de proteínas virales se detecta en el periodo comprendido entre las 9 y 18 h p.i., para 
posteriormente disminuir bruscamente a las 24 h p.i. Teniendo en cuenta los datos de carga de 
proteína total aportados por el control de actina, se puede interpretar que esta caída en la síntesis 
proteica refleja el agotamiento de la maquinaria traduccional, probablemente asociado al inicio 
del proceso de muerte celular provocado por la infección que, como se describirá más adelante, 
comienza a detectarse entre las 18 y 24 h p.i. El análisis comparativo de los autorradiogramas 
obtenidos indica la inexistencia de diferencias significativas tanto en la cinética como en el nivel de 
expresión de proteínas virales en cultivos infectados por los dos virus bajo estudio. Estos 
resultados indican que la proteína VP5 no juega un papel reseñable en el control de la expresión 
del resto de proteínas codificadas por el genoma viral. Es importante indicar que la proteína VP5 
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contiene un único residuo de metionina, lo que dificulta su detección mediante esta aproximación 
experimental. Por otra parte, los resultados obtenidos indican que la infección con IBDV no 
provoca una inhibición (shut-off) significativa de la traducción de proteínas celulares. 
 
Figura 13. Efecto de la expresión de la proteína VP5 sobre el proceso de síntesis de proteínas 
virales. Cultivos de células QM7 sin infectar (Mock) o infectadas (MOI=3) con los virus IBDV-WT o 
IBDV-VP5-KO fueron marcados metabólicamente con [35S]metionina durante 1 h a los tiempos p.i. 
indicados (0 h, 3 h, 6 h, 9 h, 12 h, 18 h y 24 h). Las muestras fueron recogidas y los extractos 
correspondientes fueron sometidos a SDS-PAGE. Tras teñirse con azul de Coomassie, los geles fueron 
desecados y analizados mediante autorradiografía. Los experimentos se realizaron por triplicado. En 
la figura se muestran autorradiogramas representativos de los resultados obtenidos. Se indican las 
posiciones de los marcadores de peso molecular (MW). La posición de las proteínas virales (VP1-VP4) 
está indicada con flechas. El panel inferior corresponde a la proteína actina (Ac) de 42 kDa, detectada 
mediante tinción con azul de Coomassie. 
 
1.4. Determinación del papel de VP5 en el proceso de ensamblaje de la progenie de IBDV 
 Con el fin de evaluar el posible papel de la proteína VP5 durante el proceso de ensamblaje 
de la progenie viral, se infectaron cultivos de células QM7 con los virus IBDV-WT e IBDV-VP5-KO a 
alta multiplicidad (MOI=3). Como control se emplearon cultivos no infectados. Los cultivos fueron 
recogidos a distintos tiempo p.i. (8, 16 y 24 h) y posteriormente procesados para su visualización 
mediante TEM. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 14. 
Como se observa en las imágenes correspondientes a las 8 h p.i., ya en esta fase temprana 
de la infección se detecta la presencia de factorías virales conteniendo nuevas partículas 
ensambladas formando matrices paracristalinas de virus (PVA) en forma de panal de abeja. Este 
fenómeno sucede por igual en las células infectadas con ambos virus bajo estudio. Como era 
esperable, no se detectó la presencia de viriones de IBDV en muestras no infectadas (datos no 
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mostrados). Tanto la abundancia como el tamaño de los PVAs vistos en las infecciones con los 
virus IBDV-WT e IBDV-VP5-KO se ve incrementado a tiempos p.i. tardíos (16 y 24 h) (Figura 22). 
 
Figura 14. Efecto de la expresión de la proteína VP5 sobre el ensamblaje de IBDV. Micrografías de 
muestras correspondientes a células QM7 infectadas con los virus IBDV-WT e IBDV-VP5-KO, 
respectivamente. Las muestras fueron fijadas a las 8 h p.i. y posteriormente visualizadas mediante 
microscopia electrónica de transmisión. Las flechas indican la posición de acumulaciones 
paracristalinas de IBDV. Las barras corresponden a 0,2 µm. 
 
 Para determinar de forma inequívoca que los PVAs observados se corresponden a factorías 
virales, las muestras se analizaron mediante inmuno-microscopia electrónica empleando un suero 
anti-VP2 seguido por una incubación con un anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo conjugado a 
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oro coloidal (Figura 15). Como se observa en la imagen, los PVAs fueron específicamente 
reconocidos por el suero anti-VP2, confirmando de esta forma el origen viral de estas estructuras. 
 
Figura 15. Identificación de viriones de IBDV mediante inmuno-microscopia electrónica. Cultivos de 
células QM7 fueron infectadas a alta multiplicidad (MOI=3) con IBDV-WT. A las 16 h p.i. las células 
fueron procesadas para inmuno-microscopia electrónica. Secciones ultrafinas de las muestras fueron 
inmunomarcadas con suero anti-VP2 seguido por incubación con IgG de cabra anti-conejo conjugado 
a oro coloidal de 5 nm. Las micrografías muestran un detalle del citoplasma de una célula infectada 
que porta una acumulación paracristalina formada por viriones de IBDV reconocido específicamente 
por el suero anti-VP2. Las barras corresponden a 0,2 µm. 
 
 Tomados en conjunto, los resultados presentados indican que la ausencia de la proteína 
VP5 no afecta al ensamblaje de la progenie viral. 
1.5. Determinación del papel de VP5 en la cinética de muerte celular provocada por la infección 
por IBDV 
Estudios anteriores de nuestro laboratorio mostraron que la sobreexpresión de la proteína 
VP5 empleando vectores recombinantes provoca una importante desregulación de la homeostasis 
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celular que eventualmente provoca lisis celular (Lombardo et al., 2000). Por otra parte, estudios 
publicados por diferentes laboratorios sugieren una posible implicación de esta proteína tanto en 
el control como en la inducción de respuesta apoptótica causada por la infección por IBDV (Yao et 
al., 1998, Liu and Vakharia, 2006, Wei et al., 2011, Li et al., 2012, Lin et al., 2015). 
Con el fin de establecer de forma inequívoca el posible papel de la proteína VP5 sobre el 
control o inducción de la respuesta apoptótica, se realizó un estudio comparativo para determinar 
en tiempo real las tasas de muerte celular inducidas tras la infección con los virus IBDV-WT e IBDV-
VP5-KO, respectivamente. Para ello, se infectaron monocapas preconfluentes de células QM7 a 
alta multiplicidad (MOI=3) con los virus bajo estudio. Como control, se emplearon cultivos no 
infectados. Tras la infección, los cultivos fueron incubados en medio fresco suplementado con la 
sonda fluorescente IncuCyte Cytotox Green. Esta sonda, que accede de forma exclusiva al interior 
de células cuya PM se encuentra deteriorada, se une de forma específica al DNA. Esta propiedad 
permite la identificación inequívoca de células inviables. Los cultivos fueron monitorizados cada 30 
min durante el periodo comprendido entre las 0 y las 48 h p.i., empleando un instrumento 
IncuCyte ZOOM live cell imaging system. Los experimentos fueron realizados por triplicado de 
forma independiente, obteniéndose datos prácticamente idénticos en todos los casos. 
Como se muestra en la Figura 16A, correspondiente a uno de los análisis realizados, las 
tasas de muerte celular detectadas en cultivos celulares infectados con los virus IBDV-WT e IBDV-
VP5-KO hasta las 16 h p.i. fueron relativamente bajas e indistinguibles entre sí, llegando en ambos 
casos a niveles cercanos al 10% de las células infectadas. Desde las 16 a las 30 h p.i., las tasas de 
muerte detectadas en ambos cultivos aumentan progresivamente hasta alcanzar 
aproximadamente el 45%, siendo en las células infectadas por IBDV-VP5-KO ligera, aunque 
significativamente (p<0,01), más elevadas que en las células infectadas con el virus IBDV-WT. Tras 
este periodo y hasta las 48 h p.i., las tasas de muerte celular se aproximan en ambas infecciones, 
alcanzando valores 60% aproximadamente. Como era de esperar, las tasas de muerte celular en 
los cultivos no infectados fueron ostensiblemente más bajas, alcanzando valores del 10% a las 48 
h. 
 En la Figura 16B se muestran imágenes representativas del estado de los diferentes 
cultivos correspondientes a las 48 h p.i. El conjunto de todos estos experimentos descarta un 
posible papel directo de la proteína VP5 en el control o inducción de apoptosis durante la 
infección por IBDV. 
 




Figura 16. Efecto de la expresión de la proteína VP5 sobre la inducción de muerte celular. Cultivos 
de células QM7 no infectadas (Mock) o  infectadas a alta multiplicidad (MOI=3) con los virus IBDV-WT 
o IBDV-VP5-KO fueron mantenidos durante 48 h en medio de cultivo suplementado con la sonda 
fluorescente IncuCyte Cytotox Green. A) Cuantificación de la muerte celular. Los cultivos fueron 
monitorizados cada 30 min empleando un aparato IncuCyte ZOOM live cell imaging system. Para la 
realización del análisis, se monitorizaron cuatro zonas seleccionadas aleatoriamente en cada pocillo. 
Los datos recogidos, fueron analizados de forma automática con el programa IncuCyte Zoom. Los 
datos presentados corresponden a tres infecciones independientes, lo que implica la cuantificación de 
datos correspondientes a un total de 12 videos recogidos por muestra. B) Imágenes representativas 
capturadas a 48 h p.i. Se muestra una superposición de imágenes correspondientes a microscopía de 
contraste de fase y fluorescencia. La señal verde corresponde a núcleos marcados fluorescentemente 
en células inviables. 
 




1.6. Determinación del papel de VP5 sobre el tamaño de la progenie infectiva de IBDV 
Como se ha citado anteriormente, diversos estudios indican la existencia de una posible 
relación entre la expresión de la proteína VP5 y el incremento del título de virus extracelular 
(Mundt et al., 1997, Wu et al., 2009). Por ello, nuestro siguiente paso consistió en realizar una 
evaluación comparativa de las curvas de crecimiento, intra- y extracelular, de los virus IBDV-WT e 
IBDV-VP5-KO. 
 
Figura 17. Efecto de la expresión de la proteína VP5 sobre el rendimiento de progenie viral durante 
un único ciclo infectivo por IBDV. Cultivos de células QM7 fueron infectadas a alta multiplicidad 
(MOI=3) con los virus IBDV-WT e IBDV-VP5-KO. Las muestras correspondientes a virus intra- y 
extracelular fueron recogidas a los tiempos p.i. indicados (0h, 8h, 16h, 24h y 48 h). Las barras negras 
y blancas corresponden a los cultivos infectados con IBDV-WT e IBDV-VP5-KO, respectivamente. Los 
datos presentados corresponden a la media ± desviación estándar de los títulos virales 
correspondientes a tres experimentos independientes. Las titulaciones fueron llevadas a cabo por 
triplicado. Los corchetes indican comparación de datos por parejas determinadas por una prueba T de 
Student de dos colas para muestras independientes. *p<0.01 y **p<0.001. A) Titulo viral intracelular. 
B) Titulo viral extracelular. 
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En primer lugar, se determinó la producción de progenie viral infectiva en condiciones de 
un único ciclo de replicación (one step replication). Para ello, monocapas preconfluentes de células 
QM7 fueron infectadas a alta multiplicidad (MOI=3) con los virus IBDV-WT e IBDV-VP5-KO, 
respectivamente. Las muestras fueron recogidas a diferentes tiempos p.i. (0, 8, 16, 24 y 48 h) y 
empleadas para la realización de titulaciones mediante inmunotinción. Las titulaciones fueron 
realizadas por triplicado a partir de muestras correspondientes a tres experimentos 
independientes. 
Como se muestra en la Figura 17A, la acumulación de virus intracelular alcanza su máximo 
entre las 16 y 24 h p.i., decayendo a partir de las 24 h p.i. No se detectaron diferencias 
significativas entre las cinéticas de acumulación de virus intracelular en cultivos infectados por los 
virus IBDV-WT e IBDV-VP5-KO, siendo prácticamente idénticas para ambos virus en todos los 
tiempos analizados. Sin embargo, este estudio reveló la existencia de diferencias significativas en 
los títulos de virus extracelular en cultivos infectados con ambos virus (Figura 17B). Mientras los 
títulos de virus extracelular detectados en cultivos infectados por el virus IBDV-WT alcanzan su 
máximo a las 16 h p.i. y se mantienen estables hasta las 48 h p.i., en cultivos infectados por el virus 
IBDV-KO se alcanzan seis horas más tarde, a las 24 h. Por otra parte, los títulos extracelulares 
detectados en cultivos celulares infectados con el virus IBDV-WT fueron significativamente más 
elevados (>2 log10 unidades a 16 h p.i., y aproximadamente 1 log10 unidades a 24 y 48 h p.i.) que 
los detectados en células infectadas con IBDV-VP5-KO. 
 A continuación, se realizó un análisis de las curvas de crecimiento de ambos virus bajo 
condiciones de varios ciclos de replicación (multiple step replication). Para ello, los cultivos fueron 
infectadas a baja multiplicidad (MOI=0,05). En este caso, las muestras fueron recogidas a 24, 48, 
72 y 96 h p.i., determinándose  únicamente el título de virus extracelular. Como en el experimento 
anterior, las titulaciones fueron realizadas por triplicado a partir de tres experimentos 
independientes. Como se muestra en la Figura 18, ambos virus muestran una cinética de 
crecimiento sustancialmente diferente. Mientras los máximos títulos virales obtenidos en cultivos 
infectados con el virus IBDV-WT se registran a las 48 h p.i., manteniéndose constantes hasta las 96 
h p.i., los títulos más altos obtenidos por IBDV-VP5-KO se alcanzan a las 72 h p.i., manteniéndose, 
también en este caso, constantes hasta las 96 h p.i. Por lo tanto, se observa un retraso de 
aproximadamente 24 h en la aparición del máximo título viral en las células infectadas con el virus 
IBDV-VP5-KO con respecto de las células infectadas con el virus IBDV-WT. En concordancia con los 
datos correspondientes a la infección en un único ciclo (Figura 17), la infección con IBDV-WT 
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resulta en un incremento significativo en la producción de virus (aproximadamente 2 log10 
unidades a 24 h y 48 h p.i., y ≈1 log10 unidades a 72 h y 96 h p.i.) con respecto a los detectados en 
cultivos infectados con el virus carente de la proteína VP5, IBDV-VP5-KO. 
 
Figura 18. Efecto de la expresión de la proteína VP5 en el rendimiento de progenie viral durante 
varias rondas de replicación viral. Cultivos de células QM7 fueron infectados a baja multiplicidad 
(MOI=0,05) con los virus IBDV-WT e IBDV-VP5-KO. Las muestras fueron recogidas a los tiempos p.i. 
indicados (24 h, 48 h, 72 h y 96 h). Las barras negras y blancas corresponden a los cultivos infectados 
con IBDV-WT e IBDV-VP5-KO, respectivamente. Los datos presentados corresponden a la media ± 
desviación estándar de tres experimentos independientes. Las titulaciones  fueron llevadas a cabo por 
triplicado. Los corchetes indican comparación de datos por parejas determinadas por una prueba T de 
Student de dos colas para muestras independientes. *p<0.01 y **p<0.001. 
 
Tomados en conjunto, los resultados experimentales descritos hasta el momento muestran 
que el virus IBDV-VP5-KO presenta un defecto específico que provoca una reducción significativa 
en la producción de virus extracelular, lo que sugiere que la proteína VP5 juega un papel clave en 
el proceso de liberación de la progenie de IBDV. 
1.7. Determinación del papel de VP5 en la diseminación de IBDV 
Los resultados descritos anteriormente sugerían fuertemente la posibilidad de que la 
proteína VP5 podría jugar un papel relevante en la diseminación del virus. Para analizar esta 
hipótesis se decidió caracterizar la capacidad de diseminación célula a célula del virus mediante la 
comparación del tamaño de las placas de lisis producidas por los virus IBDV-WT e IBDV-VP5-KO. 
Para ello, cultivos preconfluentes (50% de confluencia) de células QM7 fueron infectados con 
diluciones seriadas de preparaciones de ambos virus. Tras la infección, las monocapas fueron 
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lavadas dos veces con PBS y recubiertas con medio DMEM semisólido, suplementado con 0,7% 
agarosa y 2% FCS. A las 72 h p.i. el medio fue cuidadosamente eliminado, y las monocapas 
procesadas para inmunotinción empleando un antisuero específico frente a la proteína VP2 de la 
cápsida de IBDV. 
Como se muestra en la Figura 19, el tamaño medio de las placas de lisis producidas por el 
virus IBDV-VP5-KO es significativamente inferior (aproximadamente 14 veces, ver Figura 33B) que 
las desarrolladas en los cultivos infectados con el virus IBDV-WT. Este hecho demuestra que la 
ausencia de la proteína VP5 provoca una drástica reducción del tamaño de placa del virus, 
confirmando por tanto la hipótesis de partida. 
 
Figura 19. Efecto de la expresión de la proteína VP5 sobre el tamaño de placa de lisis de IBDV. 
Monocapas de células QM7 fueron infectadas con IBDV-WT o IBDV-VP5-KO, respectivamente. Tras la 
infección, las monocapas fueron cubiertas con medio semisólido. A las 72 h p.i., el medio fue 
eliminado y las placas de lisis producidas por el virus fueron detectadas mediante inmunotinción 
usando un suero anti-VP2, la proteína de la cápsida de IBDV. 
 
1.8. Determinación del papel de VP5 en la capacidad de diseminación de IBDV al nivel de célula 
individual 
 Los datos descritos anteriormente sugerían la necesidad de estudiar con mayor 
profundidad tanto el fenómeno de diseminación viral como la implicación de la proteína VP5 en 
este proceso. Para ello, se decidió intentar visualizar el proceso de liberación de partículas 
infectivas de IBDV con el mayor detalle posible, caracterizándolo a nivel de célula individual. 
A tal fin, monocapas preconfluentes de células QM7 fueron infectadas a baja multiplicidad 
(MOI=0,005) con los virus IBDV-WT e IBDV-VP5-KO, respectivamente. Tras el periodo de adsorción, 
los cultivos fueron lavados con medio fresco y cubiertos con medio semisólido para ralentizar la 
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difusión de las partículas virales liberadas al medio extracelular. A diferentes tiempos p.i. (8, 12, 
16, 20, 24, 32, 40 y 48 h), el medio semisólido fue eliminado y los cultivos fueron fijados y 
posteriormente procesados para inmunofluorescencia empleando un antisuero específico frente a 
la proteína VP2. Los núcleos celulares fueron teñidos con DAPI. Las muestras fueron visualizadas 
mediante CLSM. Los resultados de este estudio se presentan en la Figura 20, que contiene un 
conjunto representativo de imágenes correspondientes a ambas infecciones obtenidas a los 
diferentes tiempos clave (8, 16 y 24 h p.i.) para el análisis. 
 
Figura 20. Efecto de la expresión de la proteína VP5 en la diseminación de IBDV al nivel de célula 
independiente. Monocapas preconfluentes de células QM7 fueron infectadas a baja multiplicidad 
(MOI=0,005) con los virus IBDV-WT o IBDV-VP5-KO. Tras el periodo de absorción, los cultivos fueron 
lavados dos veces con medio fresco y cubiertos con medio semisólido. A diferentes tiempos (8, 16  o 
24 h p.i.) el medio semisólido fue eliminado y las monocapas procesadas para inmunofluorescencia 
con suero anti-VP2. Los núcleos fueron teñidos con DAPI. Las muestras fueron visualizadas mediante 
CLSM. Las señales fluorescentes fueron recogidas por separado empleando los filtros apropiados. Las 
micrografías presentadas son ejemplos característicos de las imágenes obtenidas a los tiempos p.i. 
indicados. Los paneles de la izquierda y de la derecha muestran la tinción con DAPI y con VP2 de la 
misma área del cultivo, respectivamente. Las barras corresponden a 75 µm. 
 
 En ambas infecciones, la señal inmunofluorescente específica para la proteína VP2, 
indicativa de la acumulación de viriones en el interior de las células, comenzó a detectarse de 
forma inequívoca a partir de las 8 h p.i. Como se esperaba, en este punto temporal, menos del 1% 
del total de la población celular era positiva frente a VP2. A su vez, las células positivas se 
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encontraban rodeadas por células no infectadas, sin señal detectable correspondiente a la 
proteína VP2. De acuerdo a las observaciones realizadas, esta situación se mantiene hasta las 16 h 
p.i. En este punto temporal, aunque en ambas muestras se seguían visualizando células 
individuales infectadas rodeadas por células negativas para VP2, la periferia de una elevada 
proporción (aproximadamente 50%) de las células positivas detectadas en los cultivos infectados 
con el virus IBDV-WT presentaba un abundante punteado específico para la proteína bajo estudio. 
Este patrón inmunofluorescente no se detectó en las células infectadas con el virus IBDV-VP5-KO. 
Las diferencias observadas en las muestras fijadas a las 24 h p.i. fueron mucho más ostensibles. A 
este tiempo, mientras que la señal de VP2 detectada en los cultivos infectados con el virus IBDV-
VP5-KO permanecía restringida a células individuales y aisladas, en los cultivos infectados con el 
virus IBDV-WT se observaron abundantes grupos discretos conteniendo aproximadamente entre 
25 y 50 células fuertemente positivas para la proteína VP2. La progresión en el tiempo de este 
patrón de infección se siguió observando, de manera exacerbada, en las muestras fijadas entre las 
32-48 h p.i (datos no mostrados). 
 El característico punteado inmunofluorescente detectado en la periferia de las células 
infectadas con el virus IBDV-WT a las 16 h p.i. podría proceder de la presencia de partículas virales 
recién liberadas. Para explorar esta posibilidad e intentar observar este fenómeno con mayor 
detalle, monocapas preconfluentes de células QM7 fueron infectadas a baja multiplicidad 
(MOI=0,005) con IBDV-WT o IBDV-VP5-KO, recogidas a las 16 h p.i. y procesadas como se ha 
descrito anteriormente. En este caso, con el fin de visualizar y delimitar la membrana celular, 
además del suero anti-VP2, las muestras fueron incubadas con mAb específico capaz de reconocer 
diferentes miembros de la familia de las cadherinas, que se localizaban preferentemente en la PM. 
Los resultados de este análisis están resumidos en la Figura 21, en la que se muestra un conjunto 
representativo de imágenes correspondientes a ambas infecciones. 
 




Figura 21. Visualización de la liberación de IBDV al nivel de célula individual. Monocapas 
preconfluentes de células QM7 fueron infectadas a baja multiplicidad (MOI=0,005) con los virus IBDV-
WT o IBDV-VP5-KO. Tras el periodo absorción, los cultivos fueron lavados dos veces con medio fresco 
y cubiertos con medio semisólido. A 16 h p.i. el medio semisólido fue eliminado y las monocapas 
procesadas para inmunofluorescencia con suero anti-VP2 (verde) y anti-Pan cadherina (rojo), 
respectivamente. Los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul). Las muestras fueron mediante CLSM. 
Las señales fluorescentes fueron recogidas por separado empleando los filtros apropiados. A) Los 
paneles de la izquierda muestran el solapamiento de las tres señales fluorescentes (Merge). Los 
paneles de la derecha muestran únicamente la señal de VP2. Los insertos muestran magnificaciones 
más elevadas (x2.5) de las áreas enmarcadas. Las barras corresponden a 25 µm. B) Los paneles de la 
izquierda muestran el solapamiento de las tres señales fluorescentes (Merge). Los paneles de la 
derecha muestran el solapamiento de la señal de VP2 y de DAPI de una amplificación detallada del 
panel izquierdo a una magnificación más alta (x3). Las barras corresponden a 25 µm. 
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Como era de esperar atendiendo a los resultados obtenidos previamente, los cultivos 
infectados con ambos virus contenían células positivas para la proteína VP2 circundadas por 
células negativas para este antígeno viral. Es importante destacar que, en ambos casos, las células 
positivas parecían seguir siendo viables, mostrando una apariencia plana y alargada, con uno o dos 
núcleos aparentemente intactos. De forma general, las células inmunopositivas observadas en 
ambos cultivos presentaban una señal intracelular caracterizada por la presencia de varios 
agregados fluorescentes acompañados por un punteado fluorescente diseminado en el citoplasma 
celular. Al igual que en el experimento anterior, el punto diferenciador entre los patrones de señal 
de VP2 de ambos cultivos radicó en la presencia de un abundante punteado fluorescente 
localizado en la periferia de las células infectadas con el virus IBDV-WT. Como se puede observar 
en las imágenes presentadas, el punteado fluorescente cubre un área que sobrepasa ampliamente 
la frontera establecida por la membrana de las células positivas para la proteína VP2. Por lo tanto, 
se puede interpretar que este patrón, detectado exclusivamente en células infectadas con el virus 
IBDV-WT, refleja la presencia de partículas virales recién egresadas de las células infectadas. 
1.9. Determinación del papel de VP5 en la ultraestructura de células infectadas por IBDV 
 Los resultados obtenidos en los experimentos de diseminación de IBDV al nivel de célula 
individual a las 16 h p.i. indicaron la necesidad de realizar un estudio comparativo de la 
ultraestructura de las células infectadas con IBDV-WT e IBDV-VP5-KO. Para ello, monocapas 
preconfluentes de células QM7 crecidas sobre discos de zafiro fueron infectadas a alta 
multiplicidad (MOI=3) con IBDV-WT o IBDV-VP5-KO. Como control en estos experimentos, se 
emplearon cultivos no infectados. A las 16 y 24 h p.i., las monocapas fueron procesadas para 
análisis por TEM. Teniendo en cuenta los datos descritos anteriormente, el estudio se centró 
principalmente en el análisis de las muestras recogidas a 16 h p.i. (Figura 22A).  
 A este tiempo, el citoplasma de las células infectadas con ambos virus presenta los 
característicos PVAs, ya detectables a partir de las 8 h p.i. (Figura 14). Los PVAs observados a las 16 
h p.i. se presentan en mayor número y tamaño. Estos PVAs están constituidos por un gran número 
de partículas virales empaquetadas regularmente, formando estructuras cuasi-cristalinas que en la 
mayoría de los casos se localizan en regiones con una elevada abundancia mitocondrial. Una gran 
parte de los PVAs detectados en cultivos infectados con IBDV-WT se encuentran parcial o 
totalmente circundados por una estructura membranosa (Figura 22B, panel izquierdo). 
 
 




Figura 22. Efecto de la expresión de la proteína VP5 en el ultraestructura de células infectadas por 
IBDV. Cultivos de células QM7 crecidos sobre discos de zafiro fueron infectadas a alta multiplicidad 
(MOI=3) con IBDV-WT o IBDV-VP5-KO. Los cultivos fueron recogidos a 16 h p.i. y procesados para su 
análisis mediante TEM. A) Ensamblaje en PVAs. Los paneles muestran ejemplos característicos de 
PVAs detectados en el citoplasma de células infectadas tanto con IBDV-WT como con IBDV-VP5-KO, 
habitualmente asociados a mitocondrias. B) Detección de PVAs y VCVs envueltos por membranas 
simples. Imágenes representativas que muestran detalles del citoplasma de células infectadas con el 
virus IBDV-WT conteniendo tres PVAs rodeadas por una membrana simple (panel izquierdo) y tres 
PVAs en una región cercana ocupada por VCVs también rodeados por una membrana simple (panel 
derecho). Los insertos muestran imágenes aumentadas (x2.5) de las áreas enmarcadas. Las barras 
corresponden a 0,2 µm. 
 
 Por otra parte, el citoplasma de las células infectadas con el virus IBDV-WT contenía una 
abundante cantidad de partículas virales individuales (en contraposición a las matrices de viriones 
que conforman los PVAs), bien de forma independiente o en pequeños grupos, invariablemente 
localizadas en el interior de vesículas membranosas, de forma y tamaño variable, denominadas 
genéricamente como “vesículas que contienen viriones” (virus containing vesicles; VCVs) (Figura 
22B, panel derecho). La presencia de estas dos estructuras, las VCVs y los cinturones 
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membranosos que circundan los PVAs, no había sido descrita previamente en cultivos infectados 
por IBDV. Una observación de gran importancia es la ausencia total de ambas estructuras en 
cultivos infectados con el virus IBDV-VP5-KO. 
 
Figura 23. Galería de VCVs localizados en células infectadas por IBDV. Micrografías mostrando 
distintas VCVs detectadas en células QM7 infectadas a alta multiplicidad (MOI=3) con el virus IBDV-
WT. Las muestras fueron recogidas y procesadas para TEM a 16 h p.i. Las VCVs localizados en la 
proximidad o aparentemente fusionados a la PM están indicadas con flechas. Las barras 
corresponden a 0,1 µm. 
 
Las VCVs detectadas presentan una única membrana y se encuentran distribuidas por todo 
el citoplasma, aunque su abundancia relativa es aparentemente superior en la proximidad de la 
PM. Los viriones localizados en su interior mostraban un contorno poligonal y un diámetro 
aparentemente idéntico al de las partículas de IBDV ensambladas en PVAs. En la Figura 23 se 
presenta una galería de imágenes representativas de VCVs detectadas en células infectadas con el 
virus IBDV-WT. 
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Por otro lado, se observó que la cara externa de la PM de un gran porcentaje (>50%) de las 
células infectadas con IBDV-WT, las células que contienen VCVs, está tapizada con partículas 
virales (Figura 24). Por otra parte, la continuidad de la PM en la proximidad de estas partículas se 
encuentra, en muchos casos, aparentemente perturbada (Figura 23, paneles viii-xii; Figura 24). 
Estas imágenes sugieren que la liberación del virus podría producirse mediante un proceso de 
fusión entre las VCVs y la PM. 
 
Figura 24. Viriones de IBDV aparentemente liberados a partir de células infectadas. Micrografías 
mostrando un detalle de una célula QM7 infectada a alta multiplicidad (MOI=3) con IBDV-WT. Las 
muestras fueron recogidas y procesadas para TEM a 16 h p.i. En la imagen se observa la presencia de 
viriones de IBDV unidos a la superficie externa de la PM. Las flechas indican perturbaciones de la PM, 
probablemente asociadas a la liberación de partículas virales. Las barras corresponden a 0,2 µm. 
 
El posible proceso de fusión de membranas y salida al medio extracelular de viriones 
confinados en el interior de las VCVs se ve representado en la Figura 25. Sin embargo, dada la 









Figura 25. Proceso no lítico de liberación activa de partículas infectivas de IBDV a partir de células 
infectadas. Micrografías mostrando un detalle de una célula QM7 infectada a alta multiplicidad 
(MOI=3) con IBDV-WT. Las muestras fueron recogidas y procesadas para TEM a 16 h p.i. En la imagen 
se observan varias VCVs en la proximidad de la PM, así como la presencia de un virión probablemente 
recién liberado al medio extracelular. Las barras corresponden a 0,1 µm. 
 
 Por último, la inspección de las muestras recogidas a las 24 h p.i., mostró, de manera 
exacerbada, los mismos signos de infección observados en las células recogidas a las 16 h p.i. De 
igual manera, en infecciones con ambos virus se detectó la presencia de PVAs de mayor tamaño a 
los detectados a las 16 h p.i., acompañados por VCVs y abundantes viriones asociados a la cara 
extracelular de la PM, únicamente en las células infectadas con IBDV-WT (datos no mostrados). 
Adicionalmente, las muestras analizadas a este tiempo p.i. contienen restos celulares junto con 
PVAs, VCVs (únicamente presentes en las células infectadas con el virus IBDV-WT), y ensamblados 
tubulares similares a aquellos descritos como túbulos de tipo II formados por la proteína VP4 
(Granzow et al., 1997), probablemente correspondientes a células lisadas durante la preparación 








Figura 26. Restos celulares prevenientes de la lisis de células infectadas por IBDV. Micrografías 
mostrando células QM7 infectadas a alta multiplicidad (MOI=3) con IBDV-WT. Las muestras fueron 
recogidas y procesadas para TEM a 24 h p.i. La imagen muestra tres células infectadas con sus PMs 
intactas junto con restos celulares. El inserto muestra una imagen aumentada (x2.5) del área 
enmarcada, conteniendo los distintos derivados macromoleculares del ensamblado de IBDV, como 
PVAs, VCVs y túbulos de VP4 tipo II. Las barras corresponden a 1 y 0,2 µm, respectivamente. 
 
2. CARACTERIZACIÓN DEL MECANISMO DE INTERACCIÓN DE LA PROTEÍNA VP5 CON LA 
 MEMBRANA PLASMÁTICA (PM)
2.1. Implicación del dominio policatiónico del extremo C-terminal de la proteína VP5 en su 
localización subcelular 
 Uno de los objetivos fundamentales planteados al inicio de este trabajo consistía en 
determinar las bases moleculares del tropismo membranal de la proteína VP5, un elemento 
fundamental para la determinación del papel funcional de la proteína. Como se ha descrito 
anteriormente, un estudio anterior de nuestro grupo había identificado un dominio ligeramente 
hidrofóbico en la región central de VP5 (aminoácidos 69-88) que, de acuerdo a alguno de los 
algoritmos computacionales disponibles en ese momento (TM pred  y TopPred), podría actuar como 
dominio transmembranal. Esta información sirvió de base para sugerir la posibilidad de que esta 
proteína pudiera comportarse como una proteína de membrana tipo II (Lombardo et al., 2000). Sin 
embargo, la ausencia de un péptido señal en la secuencia primaria de la proteína junto con los 
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resultados negativos de predicciones topológicas realizadas utilizando algoritmos actualizados 
(SPOCTOCUS, PHOBIUS, DAS y HMMTOP), nos llevaron a descartar esa hipótesis al comienzo de 
este trabajo. 
 La inspección de la secuencia primaria de la proteína permitió detectar la presencia de una 
región policatiónica (aminoácidos 132-143) altamente conservada, localizada en el extremo C-
terminal de la proteína. Esta región está formada por tres grupos de aminoácidos básicos (K y/o R) 
consecutivos (132KR133, 136KRR138 y 142RK143) (Figura 7). De acuerdo a lo observado con diferentes 
proteínas celulares, este dominio policatiónico podría interaccionar con lípidos aniónicos 
localizados en la cara citosólica de la membrana de diferentes compartimentos celulares 
(Goldenberg and Steinberg, 2010).  
 Para analizar la posible implicación del dominio C-terminal de VP5 en el tropismo 
membranal de VP5, se generaron dos proteínas quiméricas, formadas por la fusión de la proteína 
VP5 carente de la metionina iniciadora o por su dominio C-terminal (residuos 122-145) al extremo 
C-terminal de la proteína EGFP. Estas dos construcciones, generadas sobre el vector de expresión 
pEGFP-C1, fueron denominadas GFP/VP5 y GFP/CT122-145, respectivamente. Los vectores 
plasmídicos que contenían ambas construcciones fueron empleados para transfectar cultivos de 
células HeLa. Como control para estos experimentos se empleó el plásmido pEGFP-C1 vacío. A las 
12 h post-transfección, los cultivos fueron fijados y procesados para inmunofluorescencia 
empleando un mAb de ratón específico frente a la proteína GFP, visualizándose mediante CLSM. 
Con el fin de identificar los núcleos celulares, las muestras fueron incubadas con DAPI. 
Como se muestra en la Figura 27, mientras que la proteína GFP control muestra una señal 
difusa predominantemente citoplasmática, la proteína de fusión GFP-VP5 se acumula de forma 
mayoritaria en la PM. Por su parte, la proteína GFP/CT122-145 presentó a un patrón mixto 
membranal/nuclear. Estos resultados indican que la región C-terminal policatiónica es suficiente 
para dirigir la acumulación de la proteína quimérica GFP/CT122-145 a la PM. Es importante 
destacar que trabajos previos ya mostraron que la fusión de los dominios C-terminales polibásicos 
de algunas GTPasas como Rit o Rin a GFP, además de promover la interacción de estas proteínas 
quiméricas con la PM, también promueven su transporte al núcleo (Heo et al., 2006). Por ello, la 








Figura 27. Papel del dominio C-terminal de VP5 en la localización subcelular de la proteína GFP. 
Células HeLa fueron transfectadas con plásmidos que codifican diferentes versiones de la proteína 
GFP, bien en su forma nativa (GFP) o conteniendo fusiones C-terminales con la proteína VP5 completa 
(GFP/VP5) o únicamente con sus 24 aminoácidos C-terminales (GFP/CT122-145). A las 12 h post 
transfección, los cultivos fueron fijados y procesados para inmunofluorescencia empleando un mAb 
anti-GFP de ratón seguido por una incubación con anticuerpo anti-ratón de cabra unido a Alexa-488 
(verde). Los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul). Las células fueron visualizadas mediante CLSM. 
Las señales fluorescentes fueron recogidas por separado usando los filtros apropiados. Las imágenes 
presentadas se corresponden a secciones confocales que muestran la superposición de las dos señales 
fluorescentes. 
 
 Los datos descritos anteriormente sugerían la implicación del dominio C-terminal de VP5 
en su localización en PM. Con el fin de analizar esta hipótesis en mayor profundidad, se 
construyeron tres versiones recombinantes del gen de VP5 que codifican proteínas de deleción 
que carecen de los 5 (FVP5Δ5CT), 10 (FVP5Δ10CT) o 15 (FVP5Δ15CT) aminoácidos C-terminales de 
la proteína, respectivamente. Para facilitar su detección, se fusionó el epítopo FLAG al extremo N-
terminal de estas proteínas. Estas construcciones fueron empleadas para generar tres VACVs 
recombinantes, denominados VT7/FVP5Δ5CT, VT7/FVP5Δ10CT y VT7/FVP5Δ15CT, 
respectivamente. Por último, se generó un cuarto VACV recombinante que codifica la proteína 
VP5 completa fusionada al epítopo FLAG. Este último virus recombinante, denominado 
VT7/FVP5WT, fue empleado como control para los subsecuentes experimentos. La Figura 28A 
muestra un diagrama que representa la estructura de las construcciones descritas. 
 Para analizar la expresión y distribución subcelular de las proteínas FVP5 mutantes, cultivos 
de células HeLa fueron infectados a alta multiplicidad (MOI=3) con los correspondientes VACVs 
recombinantes. A las 6 h p.i. se añadió IPTG al medio de cultivo para inducir la expresión de los 
genes recombinantes. A las 12 h post-inducción, los cultivos fueron recogidos para su análisis 
mediante Western blotting, o fijados y procesados para inmunofluorescencia empleando un mAb 
de ratón frente al epítopo FLAG. 
 




Figura 28. Efecto de la deleción del extremo C-terminal de VP5 sobre la localización subcelular de la 
proteína. A) El esquema muestra las distintas versiones de la proteína FVP5,  tanto completa (WT) 
como carente de los últimos 5 (Δ5CT), 10 (Δ10CT) o 15 (Δ15CT) aminoácidos C-terminales, expresadas 
por los distintos VACVs recombinantes usados en este análisis. Las cajas negras indican la posición del 
epítopo FLAG. Los aminoácidos cargados positivamente en el extremo C-terminal de la proteína se 
muestran en color azul. B) Análisis de expresión de proteínas. Muestras de células HeLa infectadas 
con VACVs recombinantes que expresan las distintas proteínas bajo estudio fueron analizadas 
mediante Western blotting usando un mAb anti-FLAG. C) Distribución subcelular de FVP5. Imágenes 
correspondientes a células individuales. Los cubreobjetos conteniendo las células HeLa infectadas con 
los diferentes VACVs fueron procesadas para inmunofluorescencia usando un mAb anti-FLAG de ratón 
seguido por incubación con anticuerpo anti-IgG de ratón unido a Alexa-488 (Verde). Los núcleos 
fueron teñidos con DAPI (Azul). Las células fueron visualizadas mediante CLSM. Las señales 
fluorescentes fueron recogidas por separado usando los filtros apropiados. Las imágenes presentadas 
se corresponden a secciones confocales que muestran la superposición de las dos señales 
fluorescentes. D) Análisis estadístico. Las células que muestran más del 70% del total de la señal 
frente al epítopo FLAG en la PM o en el citoplasma celular fueron atribuidas a los grupos P o C, 
respectivamente. El resto de células, que presentaba una distribución mixta PM/citoplasma, fue 
incluido en el grupo Mx. El análisis fue realizado a partir de datos recogidos en tres experimentos 
independientes usando un total de más de 300 imágenes de células individuales. La gráfica muestra 
el tamaño de las diferentes poblaciones celulares observadas en cultivos infectados con los diferentes 
virus. 
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El análisis mediante Western blotting reveló que las deleciones en el extremo C-terminal de 
VP5 resultan en la síntesis de proteínas recombinantes con movilidades electroforéticas 
incrementadas y proporcionales al tamaño de las deleciones introducidas (Figura 28B). Una vez 
comprobada la correcta expresión de las diferentes proteínas recombinantes, el estudio se centró 
en caracterizar los patrones de localización subcelular de cada una de ellas. Para ello, se analizaron 
más de 300 imágenes de células individuales, considerándose como acumulación predominante 
en la PM (P) o en el citoplasma (C) aquellas células que mostraban más del 70% del total de la 
señal específica para el epítopo FLAG en alguna de estas dos localizaciones. El resto de células 
fueron consideradas como pertenecientes a un tercer grupo con un patrón de distribución mixto 
(Mx) PM/citoplasma. Como se muestra en las Figura 28C y Figura 28D, las proteínas FVP5WT y 
FVP5Δ5CT mostraron una acumulación mayoritaria en PM. Sin embargo, en el caso de la proteína 
FVP5Δ10CT se observó un patrón predominantemente citoplasmático, pero manteniendo una 
señal residual en PM. Por último, la proteína FVP5Δ15CT, carente de los tres grupos de residuos 
electropositivos, presentó un patrón punteado exclusivamente restringido al citoplasma celular. 
Tomados en conjunto, estos resultados indican que los 15 aminoácidos C-terminales, que 
comprenden la región policatiónica, son críticos para la localización de la proteína VP5 en PM. 
2.2. Determinación del papel de la carga electropositiva del dominio policatiónico del extremo C-
terminal de la proteína VP5 en su tropismo membranal 
 Los resultados anteriores sugerían que el tropismo membranal de la proteína VP5 podría 
estar mediado por el establecimiento de interacciones electrostáticas entre el extremo C-terminal 
polibásico de VP5 y lípidos aniónicos presentes en PM. De acuerdo a esta hipótesis, la reducción 
de la carga neta electropositiva de esta región debería afectar significativamente a la distribución 
subcelular de la proteína. Para analizar esta posibilidad, se procedió a sustituir los aminoácidos 
electropositivos del extremo C-terminal de la proteína por residuos de alanina (A), un aminoácido 
no polar. De esta manera, se generaron cuatro versiones mutantes de VP5 fusionadas al epítopo 
FLAG, en las cuales los residuos básicos de los tres grupos electropositivos habían sido 
reemplazados selectivamente por aminoácidos de alanina. Como control, se empleó la proteína 
FVP5WT anteriormente descrita. La Figura 29A muestra un diagrama de la configuración de los 
extremos C-terminales de los distintos mutantes generados. El gen recombinante FVP5M1 carece 
de los tres grupos de residuos electropositivos, mientras que las proteínas mutantes FVP5M2, 
FVP5M3 y FVP5M4 carecen de los grupos 142RK143, 136KRR138 y 132KR133, respectivamente. Las 
construcciones descritas fueron empleadas para generar los VACVs recombinantes. El análisis de la 
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expresión y distribución subcelular de estas proteínas se realizó como se ha descrito en el 
apartado anterior. 
 
Figura 29. Contribución de la carga neta electropositiva del extremo C-terminal de la proteína VP5 
en su localización subcelular. A) El esquema muestra las distintas versiones de la proteína FVP5,  
tanto completa (WT) como las distintas versiones con mutaciones de reemplazo por aminoácidos de 
alanina en la cola C-terminal de la proteína VP5 (M1, M2, M3 y M4), expresadas por los distintos 
VACVs recombinantes usados en este análisis. La proteína M1 carece de los 3 grupos catiónicos, 
mientras que las proteínas M2, M3 y M4 carecen de los grupos 142RK143, 136KRR138 y 132KR133, 
respectivamente. Las cajas negras indican la posición del epítopo FLAG. Los aminoácidos cargados 
positivamente en el extremo C-terminal están indicados en azul, y los aminoácidos de alanina que los 
reemplazan en negro B) Análisis de expresión de proteínas. Muestras de células HeLa infectadas con 
VACVs recombinantes que expresan las distintas proteínas bajo estudio fueron analizadas mediante 
Western blotting usando un mAb anti-FLAG. C) Distribución subcelular de FVP5. Las muestras fueron 
obtenidas como se describe en la Figura 28. D) Análisis estadístico. El análisis fue realizado como se 
describe en la Figura 28, empleando datos recogidos en tres experimentos independientes usando un 
total de más de 300 imágenes de células individuales. La gráfica muestra el tamaño de las diferentes 
poblaciones celulares observadas en cultivos infectados con los diferentes virus. 
 




 Como era de esperar, el análisis mediante Western blotting mostró la existencia de 
variaciones mínimas en el perfil electroforético de las diferentes proteínas mutantes (Figura 29B). 
Como se muestra en la Figura 29C y Figura 29D, las proteínas FVP5CTM2 y FVP5CTM4 presentaron 
una distribución mayoritariamente mixta (PM/citoplasma). Sin embargo, en el caso de las 
proteínas FVP5M1 y FVP5M3, se observó una drástica reducción de su capacidad de interacción 
con la PM, acumulándose de forma preponderante en el citoplasma celular. Estos resultados 
muestran que la reducción de la carga neta electropositiva de la cola C-terminal de VP5 provoca 
un efecto significativo en la localización subcelular de la proteína que, en el caso de la eliminación 
completa de los residuos básicos, da lugar a una pérdida completa del tropismo membranal de 
ésta, confirmando la validez de la hipótesis inicial. 
2.3. Interacción de la proteína VP5 con fosfoinosítidos a través de su región policatiónica 
 Se ha determinado que algunas proteínas celulares (tales como GTPasas de las familias Ras, 
Rho, Arf y Rab) (Goldenberg and Steinberg, 2010) emplean dominios C-terminales cargados 
positivamente para interaccionar, a través de interacciones electrostáticas, con lípidos aniónicos 
anclados en la cara citosólica de la PM. Por ello, se decidió evaluar la capacidad de la proteína VP5 
para interaccionar con lípidos de membrana. La realización de estos experimentos requería 
obtener preparaciones de diferentes versiones de la proteína VP5 purificada. Para ello, se 
procedió a expresar diferentes versiones del gen FVP5 en cultivos de E. coli, así como a desarrollar 
una metodología de purificación mediante cromatografía de afinidad (ver “Materiales y 
Métodos”).  
 El resultado de la purificación fue analizado mediante SDS-PAGE y tinción con azul de 
Coomassie, junto con un patrón de concentraciones conocidas de la proteína BSA (0,4, 2 y 10 
mg/ml) (Figura 30A). Como se observa en la figura, el protocolo empleado permite el aislamiento 
de una banda proteica mayoritaria de aproximadamente 22 kDa con una concentración en torno a 
5 mg/ml. El análisis mediante Western blot realizado con un sueros frente al epítopo FLAG y a la 
proteína VP5 confirmó la identidad de la proteína purificada (peso molecular teórico de 17,5 kDa) 
(Figura 30B). La diferencia existente entre el peso estimado a partir de su movilidad 
electroforética y su peso molecular teórico posiblemente sea debido a la presencia de PTMs en la 
proteína. A parte de la banda mayoría, en la muestra de proteína purificada también se pueden 
distinguir bandas proteicas con masas moleculares aproximadas de 44, 66, 110 y 154 kDa también 
reconocidas por ambos sueros. El incremento regular del peso molecular de estas bandas sugiere 
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la existencia de formas oligoméricas altamente estables de la proteína FVP5, correspondientes 
posiblemente a dímeros, trímeros, pentámeros y heptámeros, en las muestras de proteína 
purificada. 
 
Figura 30. Purificación de la proteína FVP5 expresada en E. coli. Resultado de la purificación 
mediante cromatografía de afinidad de la proteína FVP5 expresada en E. coli. A) Muestra de proteína 
FVP5 obtenida tras el proceso de purificación y concentración (≈5 mg/ml), analizada mediante SDS-
PAGE seguido por tinción con azul de Coomasie. A su izquierda presenta un patrón de proteína BSA 
diluida a concentraciones conocidas (0,4, 2 y 10 mg/ml). B) Western blots anti-FLAG y anti-VP5 de la 
misma muestra de proteína FVP5 purificada y concentrada.  
 
 Como controles para estos experimentos, se emplearon las proteínas FVP5Δ15CT, que 
carece del dominio policatiónico C-terminal; y FVP5CTM1, que contiene un conjunto de 
mutaciones que elimina completamente la carga electropositiva de su dominio C-terminal. Ambas 
proteínas fueron expresadas, purificadas, concentradas y caracterizadas de forma similar a lo 
descrito para la proteína FVP5 (Figura 31A). Las proteínas purificadas fueron empleadas para la 
realización de ensayos de unión a matrices lipídicas. Estas matrices contienen, de forma 
individualizada, un conjunto de los lípidos biológicamente relevantes presentes en la cara 
citosólica de diferentes compartimentos membranosos celulares. Entre los lípidos analizados se 
incluyen PI y sus siete derivados PIP, ácido lisofosfatídico (LPA), lisofosfocolina (LOC), 
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina (PC), esfingosina 1-fostafo (S1P), ácido fosfatídico (PA) y 
fosfatidilserina (PS) (van Meer et al., 2008). 
 




Figura 31. Contribución del extremo C-terminal en la interacción de la proteína VP5 con PIPs. A) Las 
proteínas FVP5 WT, FVP5Δ15CT y FVP5CTM1 expresadas en E. coli fueron purificadas mediante 
cromatografía de afinidad. Las muestras resultantes fueron analizadas mediante SDS-PAGE seguido 
por tinción con azul de Coomasie. B) Ensayos de unión a lípidos. Matrices lipídicas conteniendo 100 
pmol/punto de diferentes lípidos fueron incubadas con preparaciones (5 µg/ml) de las diferentes 
proteínas bajo análisis. Posteriormente las matrices fueron incubadas con un mAb anti-FLAG de 
ratón, seguido por una incubación con un anticuerpo anti-IgG de ratón de unido a peroxidasa. 
Finalmente las matrices fueron reveladas mediante quimioluminiscencia. El panel de la derecha indica 
la posición de los diferentes lípidos en la matriz empleada. PA, ácido fosfatídico; PC, fosfatidilcolina; 
PE, fosfatidiletanolamina; PI, fosfatidilinositol; PI(3)P, PI(3) fosfato; PI(4)P, PI(4) fosfato; PI(5)P, PI(5) 
fosfato; PI(3,4)P2, PI(3,4) bifosfato; PI(3,5)P2, PI(3,5) bifosfato; PI(4,5)P2, PI(4,5) bifosfato; PI(3,4,5)P3, 
PI(3,4,5) trifosfato; PS, fosfatidilserina; S1P, esfongosina-1-fosfato. C) Unión de la proteína FVP5 a 
diferentes PIPs. El ensayo se realizó siguiendo la metodología descrita en (B) empleando una matriz 
conteniendo concentraciones decrecientes de los diferentes PIPs. Se indica la cantidad/punto de cada 
uno de los PIPs. 
 
 Como se muestra en la Figura 31B, los ensayos revelaron la interacción de la proteína FVP5 
con las tres especies de PIP monofosfato (PI(3)P, PI(4)P y PI(5)P). También se detectó unión con 
PI(4,5)P2 y PI(3,4,5)P3, aunque algo menos eficiente en estos casos. Por último, se detectó una 
señal de unión mucho más débil con PI(3,5)P2 y PE. Sorprendentemente, no se detectó interacción 
de FVP5 con PI(3,4)P2. En el caso de las proteínas control FVP5Δ15 y FVP5CTM1, no se observó 
 
Estudio de la función y localización de la proteína no estructural VP5 del virus de la bursitis infecciosa                               RESULTADOS 
78 
 
interacción con ninguno de los lípidos analizados. Los resultados obtenidos demuestran de forma 
taxativa la importancia del dominio policatiónico C-terminal para el establecimiento de la 
interacción entre la proteína VP5 y diferentes PIPs. Esta región de la proteína será descrita de 
ahora en adelante como el dominio de unión a PIPs. 
 Con el fin de evaluar de forma cuantitativa la afinidad de la proteína FVP5 por las distintas 
especies de PIPs, se realizaron nuevos ensayos empleando matrices lipídicas conteniendo 
cantidades decrecientes de los distintos PIPs (100-6.25 pmol/punto). Como se observa en la Figura 
31C, FVP5 exhibe una elevada afinidad por las tres especies de PIP monofosfato, dando lugar a 
señales significativas en concentraciones de 12,5 pmoles/punto de estos lípidos. En contraste, solo 
se detectaron niveles significativos de interacción a PI(4,5)P2 o PI(3,4,5)P3 a concentraciones 
superiores (≥25 pmoles/punto). De acuerdo a los resultados obtenidos, la afinidad de FVP5 por 
PI(3,5)P2 es aún menor, requiriendo concentraciones superiores a 50 pmoles/punto para la 
obtención de una señal de interacción significativa. Como era de esperar atendiendo a los 
resultados descritos anteriormente, no se detectó interacción con PI ni con PI(3,4)P2. Estos 
resultados indican que la proteína VP5 muestra una afinidad preferencial por los derivados 
monofosfato de PI. 
2.4. Determinación del papel funcional del dominio de unión a PIPs de la proteína VP5 en la 
infección por IBDV 
 La caracterización del papel del dominio de unión a PIPs descrita anteriormente se realizó 
empleando versiones recombinantes de la proteína VP5 expresadas en E. coli. Por ello, se 
consideró necesario estudiar el efecto de mutaciones específicas en este dominio introducidas en 
el contexto del genoma viral. Para la realización de este estudio, se generaron tres mutantes de 
IBDV mediante genética reversa, denominados IBDV-VP5Δ3CT, IBDV-VP5Δ10CT y IBDV-VP5Δ14CT. 
Estos virus expresan versiones truncadas de la proteína VP5, carentes de los 3, 10 y 14 
aminoácidos C-terminales de la proteína, respectivamente. Es importante indicar que las 
sustituciones nucleotídicas introducidas en el segmento A del genoma viral, necesarios para 
generar los codones de terminación en la región 3’ del ORF de la proteína VP5, no alteran la 
secuencia de la poliproteína codificada por el ORF A2 que, como se ha descrito anteriormente, se 
encuentra parcialmente solapado al ORF A1. Como controles para los subsiguientes experimentos 
se emplearon los virus IBDV-WT e IBDV-VP5-KO, descritos anteriormente. En la Figura 32A se 
muestra un diagrama con la configuración del extremo C-terminal de la proteína VP5 expresada 
por los distintos mutantes descritos. 
 




Figura 32. Efecto de la deleción del dominio de unión a PIPs en la localización subcelular de la 
proteína VP5 en células infectadas por IBDV. A) El diagrama representa la configuración del extremo 
C-terminal de la proteína VP5 expresada por los distintos virus empleamos en este análisis (WT, Δ3CT, 
Δ10CT y Δ14CT). Los aminoácidos electropositivos localizados en el extremo C-terminal están 
indicados en azul. B) Expresión de las diferentes proteínas analizadas. Extractos de células DF-1 
infectadas con los diferentes virus bajo estudio fueron analizadas mediante Western blotting 
empleando suero anti-VP5. C) Distribución subcelular de las diferentes versiones de la proteína VP5. 
Imágenes de células individuales. Los cubreobjetos conteniendo las células DF-1 infectadas con los 
diferentes virus fueron procesados para IF usando un suero anti-VP5 de conejo seguido por 
incubación con anticuerpo anti-IgG de conejo unido a Alexa-488 (Verde). Los núcleos fueron teñidos 
con DAPI (Azul). Las células fueron visualizadas mediante CLSM. Las señales fluorescentes fueron 
recogidas por separado usando los filtros apropiados. Las imágenes presentadas se corresponden a 
secciones confocales que muestran la superposición de las dos señales fluorescentes, y son ejemplos 
característicos de la inmunofluorescencia específica de VP5 observada en células infectadas con los 
distintos virus. D) Análisis estadístico. Las células que muestran más del 70% del total de la señal 
frente a VP5 en la PM o en el citoplasma celular fueron atribuidas a los grupos P o C, 
respectivamente. El resto de células, que presentaba una distribución mixta PM/citoplasma, fue 
incluido en el grupo Mx. El análisis fue realizado a partir de datos recogidos en tres experimentos 
independientes usando un total de más de 300 imágenes de células individuales. La gráfica muestra 
el tamaño de las diferentes poblaciones celulares observadas en cultivos infectados con los diferentes 
virus. 
 
Estudio de la función y localización de la proteína no estructural VP5 del virus de la bursitis infecciosa                               RESULTADOS 
80 
 
 El análisis de la expresión y distribución subcelular de las diferentes versiones de la 
proteína VP5, se realizó mediante infección (MOI=3) de cultivos de células DF-1 con los 
correspondientes virus bajo análisis. A las 24 h p.i., los cultivos fueron recogidos para analizar 
mediante Western blotting la expresión de las diferentes versiones de la proteína VP5 o fijados y 
procesados para inmunofluorescencia empleando suero anti-VP5. Como se observa en la Figura 
32B, las diferentes versiones de VP5 presentan ligeras variaciones en su movilidad electroforética, 
esperables atendiendo a las diferencias en la secuencia primaria de cada una de ellas. Sin 
embargo, las bandas específicas de proteína VP5 detectadas muestran intensidades relativas 
similares, indicando que las mutaciones introducidas no afectan de forma significativa al nivel de 
expresión de la proteína. Como era esperable, no se detectó expresión de la proteína VP5 en las 
células infectadas con el virus IBDV-VP5-KO. 
 Como se muestra en las Figura 32C y Figura 32D, la proteína VP5 sintetizada en las células 
infectadas con el virus control IBDV-WT se localizada mayoritariamente en PM. La proteína 
codificada por IBDV-VP5Δ3CT se acumula predominantemente en PM, mostrando un 
comportamiento similar al de la proteína VP5 completa. Por el contrario, las proteínas codificadas 
por los virus IBDV-VP5Δ10CT e IBDV-VP5Δ14CT exhiben una localización mayoritariamente 
citosólica. Los resultados de estos experimentos son coherentes con los obtenidos tras la 
expresión de las proteínas recombinantes FVP5, FVP5Δ5CT, FVP5Δ10CT y FVP5Δ15CT en un 
contexto heterólogo (Figura 28). Estos resultados confirman el papel crítico del dominio de unión 
a PIPs en la localización subcelular de la proteína VP5 en el contexto de la infección por IBDV. 
2.5. Determinación del papel del dominio de unión a PIPs de la proteína VP5 sobre la capacidad 
de diseminación célula a célula de IBDV y en la producción de virus extracelular 
Con el fin de determinar la posible existencia de una relación directa entre la localización 
subcelular de la proteína VP5 y su papel clave en el proceso de diseminación célula a célula de 
IBDV, se realizaron una serie de experimentos empleando los virus descritos en el apartado 
anterior. En primer lugar se analizó el efecto de las diferentes deleciones introducidas en el 
extremo C-terminal de la proteína sobre el tamaño de placa de lisis de cada uno de los virus 
mutantes. Para ello, se infectaron cultivos de células QM7 con diluciones seriadas de los virus 
IBDV-VP5Δ3CT, IBDV-VP5Δ10CT e IBDV-VP5Δ14CT. Como controles se emplearon los virus IBDV-
WT e IBDV-VP5-KO. A las 72 h p.i., las monocapas fueron procesadas para visualizar las placas de 
lisis de acuerdo al protocolo descrito anteriormente.  
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Como se ha descrito anteriormente (Figura 19), las placas de lisis generadas por el virus 
IBDV-VP5-KO presentan un diámetro medio extremadamente más pequeño que el producido por 
la infección con el virus IBDV-WT. Por otro lado, los tres mutantes de IBDV que presentan distintas 
versiones de la proteína VP5 con deleciones que afectan al dominio de unión a PIPs truncándolo a 
distintos niveles, exhiben reducciones notables (entre 1,7 y 3,1 veces) (Figura 33A) con respecto al 
observado en cultivos infectados con el virus IBDV-WT. Como era de esperar, el diámetro medio 
de las placas de lisis disminuye de forma inversa al tamaño de la deleción introducida en el 
extremo C-terminal de la proteína. El análisis estadístico de los datos obtenidos muestra que la 
reducción del tamaño de las placas de lisis detectadas en cultivos infectados con los mutantes 
IBDV-VP5Δ10CT e IBDV-VP5Δ14CT, es estadísticamente significativo (p<0.001) con respecto al 
tamaño de placa del virus IBDV-WT (Figura 33B). Estos resultados indican que la interacción de 
VP5 con la PM es crítica para que la proteína pueda ejercer su función. 
Es importante indicar que a pesar del origen clonal de los virus usados en nuestros análisis, 
se observó la presencia de una fracción de placas de lisis anormalmente pequeñas (≤5 veces 
inferior al tamaño medio) en todos los virus analizados. Por otra parte, los ensayos de placa 
realizados con clones del virus IBDV-WT aislados tanto a partir de placas de diámetro medio como 
de placas anormalmente pequeñas dieron lugar a la formación de ambas poblaciones de placa 
descritas (datos no mostrados), lo que ha impedido determinar el origen de esta heterogeneidad. 
 Con el fin de determinar el efecto de las deleciones en el extremo C-terminal de la proteína 
sobre la capacidad de liberación de virus, se analizó la producción de virus extracelular en cultivos 
de células QM7 infectados a alta multiplicidad (MOI=3) con los diferentes virus bajo estudio. Para 
ello, se recogió y tituló el medio extracelular de cultivos infectados con cada uno de los virus 
analizados a las 8, 12 y 24 h p.i. Como se muestra en la Figura 33C, los tres virus mutantes 
presentan disminuciones significativas en la producción de virus extracelular. En concordancia con 
los datos del análisis del tamaño de placa, esta reducción es más pronunciada cuanto mayor es el 
tamaño de la deleción en el extremo C-terminal de la proteína, llegando a obtener en el caso de 
IBDV-VP5Δ14CT títulos de virus a las 24 h p.i. prácticamente idénticos a los obtenidos con IBDV-
VP5-KO. 
Estos resultados permiten concluir que la eliminación del dominio de unión a PIPs de la 
proteína VP5 afecta significativamente a la capacidad de diseminación célula a célula del virus, y 
por tanto, a la producción de virus extracelular en cultivos celulares. 
 




Figura 33. Efecto de la deleción del dominio de unión a PIPs de la proteína VP5 sobre el tamaño de 
placa de lisis y en la producción de virus extracelular. A) Ensayo de placa. Cultivos de células QM7 
fueron infectadas con los virus IBDV-WT (WT), IBDV-KO (KO), IBDV-VP5Δ3CT (Δ3CT), IBDV-VP5Δ10CT 
(Δ10CT) e IBDV-VP5Δ14CT (Δ14CT). Tras la infección, las monocapas celulares fueron mantenidas en 
medio semisólido durante 72 h. A continuación, el medio fue retirado y las placas de lisis producidas 
por los diferentes virus fueron reveladas mediante inmunotinción usando un suero anti- VP2. B) 
Análisis estadístico. El análisis de los datos obtenidos fue realizado empleando imágenes de las 
monocapas inmunoteñidas usando el programa Graphad Prism 4.0. Se realizó un test Kruskal-Wallis 
seguido por un test de comparaciones múltiples de Dunn entre las áreas de las placas de lisis 
detectadas en monocapas infectadas con los diferentes virus mutantes, frente a las generadas por 
IBDV-WT. Los datos presentados corresponden a tres experimentos independientes, totalizando un 
mínimo de 750 placas de lisis seleccionadas aleatoriamente para cada virus. Las diferencias 
significativas (p<0.001) están indicadas con asteriscos (***). C) Producción de virus extracelular. 
Cultivos de células QM7 fueron infectadas a alta multiplicidad (MOI=3) con IBDV-VP5-KO (columna 
blanca), IBDV-WT (negro), IBDV-VP5Δ3CT (gris claro), IBDV-VP5Δ10CT (gris medio) e IBDV-VP5Δ14CT 
(gris oscuro). A las 8, 16 y 24 h p.i., el medio de cultivo fue recogido y sometido a centrifugación a 
15.000xg durante 15 min para eliminar células y residuos de gran tamaño. Los sobrenadantes 
correspondientes fueron empleados para determinar el título de virus extracelular. Los datos 
presentados corresponden a tres experimentos independientes. 
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 Como señala el título de una excelente revisión sobre IBD publicada hace pocos años 
(Ingrao et al., 2013), la bursitis infecciosa es el resultado de una compleja interacción entre IBDV y 
su hospedador. El conocimiento en profundidad de las bases moleculares de la interacción virus-
célula constituye la vía más eficaz para lograr mejoras sustanciales en el control de la enfermedad. 
Sin embargo, aunque se han conseguido grandes avances en el conocimiento de la estructura, la 
biología molecular y la estrategia de replicación viral, aún existe un importante vacío de 
conocimiento acerca de bases moleculares que subyacen a la patogénesis inducida por IBDV. 
Como se ha mencionado anteriormente, el arsenal proteico de IBDV es muy limitado, 
codificando únicamente cinco proteínas maduras. La mayor parte de los estudios realizados hasta 
la fecha se han centrado en la caracterización molecular y estructural de las proteínas 
estructurales del virus (VP1, VP2 y VP3). Sin embargo, y a pesar de que la información disponible 
demuestra fehacientemente que la proteína VP5 juega un papel central en la patología inducida 
por IBDV (Mundt et al., 1997, Yao et al., 1998, Wu et al., 2009, Qin et al., 2010), su estudio ha 
recibido una atención marginal. El presente trabajo se ha centrado en la realización de un análisis 
sistemático acerca de esta proteína, en un intento de aportar datos experimentales que permitan 
establecer su función durante el ciclo replicativo del virus y su posible relación en la interacción 
con la célula hospedadora. 
1. REGULACIÓN TEMPORAL DE LA EXPRESIÓN Y CONTRIBUCIÓN DE LA PROTEÍNA VP5 DURANTE 
EL CICLO DE REPLICACIÓN VIRAL 
 La proteína VP5 está codificada por el ORF A1, el cual se encuentra parcialmente solapado 
con el ORF A2, que a su vez codifica la poliproteína viral, ambos presentes en el segmento 
genómico A. La transcripción de este segmento da lugar a la síntesis de mRNAs bicistrónicos (Spies 
et al., 1989). Sin embargo, el mecanismo(s) que regula la traducción de ambos ORFs es aún 
desconocido. 
En el año 1997 se presentaron los primeros datos experimentales que describían la 
expresión de la proteína VP5 en células infectadas con IBDV (Mundt et al., 1997). Basándose en los 
resultados de un ensayo de inmunoprecipitación realizado a partir de muestras recogidas durante 
un periodo de seis horas desde el inicio de la infección, los autores de este trabajo concluyeron 
que la expresión temporal de la proteína VP5 podría diferir de la del resto de proteínas codificadas 
por el virus, expresándose de forma transitoria únicamente durante los primeros estadios del ciclo 
replicativo viral. Esta hipótesis sugería a su vez la existencia de un posible mecanismo de supresión 
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selectiva de la traducción del ORF A1, así como la posibilidad de que la proteína VP5 pudiera jugar 
un papel transitorio durante la etapa inicial de la replicación viral. Nuestros resultados muestran 
de forma concluyente que la cinética de acumulación de la proteína VP5 en células infectadas es 
similar al de la proteína estructural VP3, codificada por el ORF A2, indicando que la traducción de 
los ORFs A1 y A2 se mantiene a lo largo del ciclo replicativo de IBDV. Estos resultados refutan la 
hipótesis previa propuesta por Mundt et al (1997) en relación con una posible expresión 
transitoria de la proteína VP5.    
Ninguno de los estudios anteriores aportaba información específica acerca de la posible 
contribución de esta proteína al desarrollo de procesos elementales del ciclo replicativo viral tales 
como la transcripción y replicación del genoma, la traducción de los mRNAs virales y el ensamblaje 
de la progenie. En este trabajo se ha realizado un análisis comparativo de estos procesos en 
cultivos infectados con los virus IBDV-WT e IBDV VP5-KO, este último carente del ORF 
correspondiente a la proteína VP5. Los datos experimentales presentados en el presente trabajo 
demuestran por primera vez que la expresión de la proteína VP5 es irrelevante para el correcto 
funcionamiento de los procesos descritos. En concordancia con esta observación, nuestro trabajo 
demuestra de forma fehaciente que la eliminación de la expresión de esta proteína no afecta al 
rendimiento en la producción de virus intracelular. 
Uno de los aspectos más controvertidos acerca del papel de la proteína VP5 es su posible 
relación con la respuesta apoptótica en células infectadas. Mientras algunas publicaciones 
sugieren una actividad proapoptótica (Yao et al., 1998, Li et al., 2012), otras apoyan un papel 
completamente opuesto, proponiendo que esta proteína juega un papel esencial en el control de 
la respuesta apoptótica inducida por la infección con IBDV (Liu and Vakharia, 2006, Wei et al., 
2011). Los datos presentados en este trabajo, obtenidos mediante análisis en tiempo real de 
muerte celular en cultivos infectados con los virus IBDV-WT e IBDV-VP5-KO, demuestran que las 
cinéticas de muerte celular en ambos casos son prácticamente indistinguibles, lo que apoya de 
forma sólida la irrelevancia de la proteína VP5 tanto en la inducción como en el posible control de 
procesos de muerte celular programada durante la infección por IBDV. 
2. LIBERACIÓN NO LÍTICA DE IBDV 
Nuestros datos experimentales muestran que aunque la eliminación de la proteína VP5 no 
afecta ni al proceso de replicación ni a la acumulación de virus intracelular, sin embargo si tiene un 
efecto muy significativo sobre el rendimiento en la producción de virus extracelular. Los resultados 
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obtenidos en infecciones paralelas realizadas con los virus IBDV-WT e IBDV-KO, permitieron 
observar la existencia tanto de un retraso, no inferior a seis horas, como de una reducción 
significativa en el nivel de producción de virus extracelular del 99% a las 16 h, y aproximadamente 
el 90% a las 24 h p.i., en cultivos infectados con el virus carente de la proteína VP5. Además, la 
máxima de producción de virus extracelular en cultivos infectados con el virus IBDV-WT, se alcanza 
durante el periodo comprendido entre las 8 y 16 h p.i., un lapso temporal que coincide con la 
máxima actividad metabólica viral (síntesis de RNA y proteínas virales) y con niveles basales de 
muerte celular (≤8%). En contraposición, la máxima acumulación de virus celular en cultivos 
infectados con el virus carente de la proteína VP5, IBDV-VP5-KO, se detecta de forma tardía, entre 
las 16 y 24 h p.i., coincidiendo con un rápido incremento de la tasa de muerte celular inducida por 
la replicación viral. 
Es importante resaltar las considerables diferencias detectadas entre los títulos de virus 
infectivo intra- y extracelular (>2 unidades logarítmicas) en cultivos infectados con el virus IBDV-
WT. Aunque la causa de esta diferencia no ha sido investigada de forma sistemática, se pueden 
proponer dos posibles explicaciones para este fenómeno. Por un lado, parece posible que una 
fracción sustancial de las partículas liberadas durante el proceso de lisis podrían corresponder a 
partículas inmaduras, incapaces de iniciar una infección productiva. Por otro lado, una explicación 
complementaria o alternativa podría tener relación con la formación PVAs en el interior de la 
célula infectada. Los PVAs son superestructuras altamente ordenadas y estables que albergan una 
gran cantidad de partículas virales. La estabilidad de estas superestructuras podría afectar de 
forma drástica a la relación entre el número de partículas físicas y el de partículas infectivas en las 
muestras empleadas para la titulación de virus intracelular. Aunque el mecanismo molecular 
responsable tanto del ensamblaje como de la estabilidad de los PVAs ha sido descrito de forma 
precisa (Garriga et al., 2006), el papel biológico de estas superestructuras es desconocido. Sin 
embargo, es tentador especular acerca de la posibilidad de que los PVAs ensamblados durante la 
infección con IBDV estén implicados en la transmisión horizontal del virus, jugando un papel 
funcional similar al de los cuerpos de oclusión producidos durante el ciclo de replicación de 
algunos virus como los miembros de la familia Baculoviridae (Cory and Myers, 2003). 
 La demostración formal de que IBDV emplea un mecanismo de liberación no lítico requiere 
de pruebas directas obtenidas a nivel de célula individual. Este difícil reto fue reciente y 
elegantemente solventado por Bird y colaboradores, mediante la realización de análisis en tiempo 
real de células infectadas con un poliovirus recombinante que expresa y encapsida de forma 
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constitutiva la proteína fluorescente GFP (Bird et al., 2014). Desafortunadamente, todos nuestros 
intentos para generar IBDV recombinantes capaces de expresar marcadores heterólogos han 
resultado infructuosos. En vista de esta importante limitación experimental, la caracterización de 
la cinética de liberación y diseminación viral se realizó mediante ensayos de inmunofluorescencia 
en cultivos infectados a baja MOI mantenidos en medio semisólido a fin de retardar la posible 
difusión de las partículas virales. Esta aproximación nos permitió detectar la presencia de 
punteados inmunofluorescentes característicos, correspondientes a la proteína estructural VP2, 
en el entorno cercano de las células infectadas por el virus IBDV-WT, que en nuestra 
interpretación se debe a la presencia de partículas virales recién egresadas. Esta observación se 
realizó a las 16 h p.i., un periodo temporal que coincide con la máxima actividad metabólica viral. 
Por otro parte, es importante resaltar que las células analizadas no presentaban alteraciones 
citopáticas inducidas, lo que excluye la posibilidad de que la liberación del virus pudiera estar 
directamente asociada a la lisis de las células analizadas. El estudio paralelo realizado con el virus 
IBDV-VP5-KO, además de confirmar que en ausencia de la proteína VP5 la diseminación del virus 
se ralentiza de forma muy significativa, reveló la ausencia de estos punteados 
inmunofluorescentes característicos en el entorno espacial de las células infectadas a tiempos p.i. 
tempranos, observándose que la señal fluorescente correspondiente a la proteína VP2 permanece 
establemente confinada a las células infectadas hasta las 36-48 h p.i.   
 El análisis ultraestructural de las células infectadas por IBDV reveló la presencia de dos 
estructuras no descritas previamente y que probablemente comparten un origen común. Por un 
lado se detectó la presencia de PVAs envueltos por membranas simples. Aunque previamente se 
había documentado de forma exhaustiva la presencia de PVAs en el citoplasma de células 
infectadas por IBDV, nunca antes se había detectado la presencia de una estructura membranosa 
delimitando su periferia. Por otra parte, se observó la existencia de lo que parece ser una 
compleja red túbulo-vesicular, formada por VCVs albergando un gran número de partículas virales 
en el citoplasma de las células infectadas. Ambas estructuras fueron detectadas exclusivamente en 
células infectadas con el virus IBDV-WT. Es importante señalar, que ambas estructuras también 
fueron detectadas en células DF1 infectadas por IBDV-WT, indicando que su formación es 
independiente del sistema celular donde se produce la replicación del virus. 
Las imágenes de TEM sugieren que las VCVs podrían estar interconectadas con las PVAs, y 
que el tráfico de partículas de IBDV a lo largo de esta hipotética red túbulo-vesicular se extendería 
a través del citoplasma celular. De igual manera, las imágenes de TEM sugieren que las VCVs 
 
Estudio de la función y localización de la proteína no estructural VP5 del virus de la bursitis infecciosa                                   DISCUSIÓN 
88 
 
podrían actuar como vesículas exocíticas, que al fusionarse con la PM facilitarían la liberación de la 
carga viral al espacio extracelular. Estos resultados plantean importantes cuestiones biológicas 
relativas tanto al origen de las membranas detectadas, como a la posible implicación de la 
proteína VP5 en su biogénesis y/o reclutamiento. Posiblemente, la realización de futuros análisis 
tomográficos y el uso tratamientos farmacológicos proporcionaran respuestas a estas preguntas 
permitiendo obtener una mejor comprensión acerca del origen y el papel funcional de las 
estructuras descritas. 
Existe una percepción generalizada de que la liberación de la progenie producida por virus 
carentes de envuelta lipídica se produce de forma exclusiva a través de la lisis de la célula 
infectada. Sin embargo, durante los últimos años se ha demostrado que virus desnudos 
pertenecientes a diversas familias, incluidos adenovirus, poliomavirus y picornavirus, emplean 
mecanismos específicos que facilitan su liberación antes de que se produzca la destrucción de la 
PM de la célula hospedadora (Lemon, 1985, Roussarie et al., 2007, Paloheimo et al., 2011, Feng et 
al., 2013, Bird et al., 2014). En una reciente revisión, Birs y Kirkegaard describen tres mecanismos 
alternativos para la liberación no lítica de virus desnudos (Bird and Kirkegaard, 2015). El primero 
consiste en la liberación directa (blebbing) de las partículas a través de la PM. En el análisis 
ultraestructural de las células infectadas, con IBDV, no se observó la presencia de partículas virales 
“libres” en la cercanía de la PM, lo cual constituye una fuerte evidencia en contra de la posible 
utilización de este mecanismo por parte de IBDV. Las dos alternativas restantes se basan en la 
subversión de las principales rutas de reciclaje celular, los cuerpos multivesiculares (MVBs) y la 
ruta autofágica, que involucran la biogénesis de vesículas exocíticas implicadas en la liberación del 
contenido citoplasmático al medio extracelular a partir de células intactas (Parzych and Klionsky, 
2014). 
Nuestros resultados han mostrado que la proteína VP5 se une específicamente a diferentes 
PIPs, incluyendo PI(3)P. Investigaciones previas de otros laboratorios han demostrado que VP5 
interactúa con la subunidad reguladora p85α de la PI3K (Wei et al., 2011). Estas observaciones 
sugieren que la proteína VP5 podría interferir con la señalización mediada por PIPs, en particular 
por PI(3)P, una molécula clave en la regulación tanto de los MVBs y de la ruta autofágica (Balla, 
2013). Las factorías de IBDV parecen estar asociadas a membranas de compartimentos 
endosomales (Delgui et al., 2013), lo que abre la posibilidad de que el virus secuestre MVBs para la 
liberación de su progenie, aunque en este momento es difícil predecir el mecanismo(s) que 
permitiría la incorporación de partículas IBDV al lumen de vesículas endocíticas. Con respecto a la 
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ruta autofágica, se ha publicado recientemente que la interacción de partículas de IBDV con uno 
de sus receptores, la proteína de choque térmico de 90 kDa, familia α, clase A, miembro 1 
(HSP90AA1), provoca la inactivación de la ruta de AKT-mTOR. Esta interacción desencadena una 
respuesta autofágica transitoria en las células infectadas (Hu et al., 2015). Esta observación podría 
sustentar la posibilidad de que IBDV posea la capacidad de subvertir la ruta autofágica con el fin 
de promover la liberación de las partículas infectivas. 
Tomados en conjunto, los datos experimentales presentados indican que IBDV utiliza al 
menos dos mecanismos de liberación. El primero de ellos, dependiente de la expresión de VP5, es 
responsable de la salida de partículas infecciosas durante el periodo de máxima actividad 
replicativa viral, lo cual facilitaría una rápida diseminación del virus. La eliminación selectiva de 
este mecanismo, provocada por el bloqueo de la expresión de la proteína VP5, podría explicar la 
fuerte atenuación observada con mutantes carentes de esta proteína. El segundo mecanismo, 
asociado a la lisis celular durante la etapa final de la infección, es responsable de la liberación del 
resto de la progenie viral. Como ocurre en otros procesos celulares que involucran el 
funcionamiento de vías de señalización complejas, la muerte celular inducida por el virus se 
encuentra sujeta a un alto grado de variabilidad célula-célula (Atay and Skotheim, 2014), por lo 
que es esperable el solapamiento temporal de ambos mecanismos cuando los análisis se realizan a 
nivel poblacional.  
Como se describió anteriormente, la incorporación del ORF de VP5 al repertorio genético 
de los birnavirus fue un evento tardío en la evolución de los birnavirus (Rancurel et al., 2009). Es 
importante reseñar que algunos birnavirus, específicamente aquellos pertenecientes a los géneros 
Blosnavirus y Entomobirnavirus, no portan este elemento genético. Es interesante reseñar que los 
miembros de estos dos géneros contienen ORFs solapados en la región central del ORF que 
codifica la poliproteína (Da Costa et al., 2003). Sería interesante determinar si estas ORFs codifican 
proteínas con un papel funcional similar a la de la proteína VP5 de IBDV. 
3. BASES MOLECULARES DEL TROPISMO MEMBRANAL DE LA PROTEÍNA VP5 
 Aunque inicialmente se sugirió la posibilidad de que la proteína VP5 podría comportarse 
como una proteína integral de membrana de tipo II (Lombardo et al., 2000), análisis subsiguientes 
realizados con algoritmos más avanzados descartaron esta posibilidad. Sin embargo, el análisis de 
la secuencia primaria de la proteína reveló la presencia de un dominio policatiónico en su extremo 
C-terminal. Como se ha descrito anteriormente, numerosas proteínas celulares se asocian a la PM 
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a través de interacciones electrostáticas entre dominios policatiónicos con lípidos aniónicos 
relativamente abundantes en la cara citosólica de diferentes compartimentos membranales (van 
Meer et al., 2008). Los resultados presentados en este trabajo demuestran de forma taxativa que 
la presencia de tres grupos de residuos electropositivos (132KR133, 136KRR138 and 142RK143) en la 
región C-terminal de VP5 juega un papel esencial en el tropismo membranal de la proteína. Los 
ensayos realizados con la proteína GFP fusionada a los 24 aminoácidos C-terminales de VP5 
(GFP/CT122-145) muestran que esta región es suficiente para modificar el tropismo subcelular de 
GFP, convirtiéndola en una proteína con un fuerte tropismo membranal. Por otra parte, los datos 
recogidos con versiones recombinantes de la proteína VP5 fusionadas al epítopo FLAG, albergando 
tanto deleciones como mutaciones de sustitución en el extremo C-terminal policatiónico de VP5, 
evidencian que la reducción o eliminación total de la carga neta electropositiva de este dominio 
afecta directamente al tropismo de la proteína, reduciendo o eliminando completamente su 
interacción con la PM. Resultados similares fueron obtenidos en células infectadas con mutantes 
de IBDV que expresan diferentes deleciones de distinto tamaño en el extremo C-terminal de la 
proteína. Tomados en conjunto, los resultados presentados demuestran que el dominio C-terminal 
policatiónico de VP5 es necesario y suficiente para promover la interacción de la proteína con la 
PM.  
En consonancia con su importante papel funcional, esta región de la proteína presenta un 
elevado nivel de conservación en todas las cepas virales analizadas. Es interesante resaltar que la 
comparación de la secuencia de la proteína VP5 de cepas de IBDV que presentan diferentes 
niveles de virulencia, muestra la existencia de una única sustitución aminoacídica conservada, 
R133W, que diferencia las cepas CV de las cepas VV del serotipo I (Hernandez et al., 2010). Esta 
mutación se encuentra en el primer grupo electropositivo del dominio policatiónico C-terminal. 
Por lo tanto, la presencia de esta sustitución aminoacídica merece que en el futuro se realice un 
análisis detallado de su efecto potencial sobre la distribución subcelular de la proteína, su 
interacción con PIPs y sobre la capacidad de diseminación del virus. 
4. INTERACCIÓN ENTRE LA PROTEINA VP5 Y PIPs 
 Una vez determinado el papel fundamental que juegan las cargas positivas presentes en el 
dominio C-terminal de la proteína VP5 en su localización en PM, era fundamental determinar la 
capacidad de interacción de la proteína con lípidos de membrana. Los datos presentados en este 
trabajo muestran claramente que, exceptuando el PI(3,4)P2, la proteína VP5, a través de su cola C-
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terminal policatiónica, interacciona eficientemente con todas las especies de PIPs, mostrando una 
especial afinidad por las tres especies monofosfato. 
Como era de esperar, las distintas especies de PIPs a las que se une VP5 son especialmente 
abundantes en la cara citosólica de la PM. Sin embargo, aparte de la PE, reconocida débilmente 
por VP5, no se detectaron interacciones relevantes con otros lípidos aniónicos de membrana. Esta 
observación sugiere que, además de la carga neta electropositiva de esta región de la proteína, la 
estructura tanto del dominio de unión a PIPs como del resto de la proteína puede jugar un papel 
relevante en estas interacciones. 
 Hasta el momento, se han descrito once módulos proteicos con capacidad de unión a PIPs. 
La caracterización estructural y funcional de éstos ha permitido determinar que tanto la afinidad 
como la selectividad por las distintas especies de PIPs están determinadas por la conformación 
tridimensional de los citados módulos proteicos (Kutateladze, 2010). Es importante resaltar que 
uno de estos módulos, el denominado Fab 1, YGLO23, Vsp27, EEA1 (FYVE), está formado por la 
secuencia conservada (R/K)(R/K)HHCR (Stenmark and Aasland, 1999), muy similar al tramo 
132KRHHKR137 del dominio de unión a PIPs de la proteína VP5 descrito en este trabajo. La futura 
resolución de la estructura de la proteína VP5 proporcionará información esencial para conocer 
con precisión el mecanismo de interacción.  
Aunque los PIPs solo representan un pequeña fracción del total de los lípidos presentes en 
la cara citosólica de la PM y de otras membranas intracelulares (van Meer et al., 2008), éstos 
juegan un papel clave en gran número de funciones celulares. Entre ellas, cabe destacar su papel 
como precursores de segundos mensajeros en la transducción de señales, controlando una amplia 
variedad de vías de señalización implicadas en la supervivencia celular, en la dinámica del 
citoesqueleto y en el trafico vesicular (Balla, 2013). De hecho, existen evidencias crecientes de que 
la modulación del metabolismo de los PIPs es un elemento crucial en la patogeneicidad de algunos 
microorganismos intracelulares, incluyendo diferentes virus (Lorizate and Krausslich, 2011, 
Payrastre et al., 2012, Moss, 2012). En este contexto, es factible pensar que la proteína VP5 pueda 
subvertir alguna función(es) celular mediada por PIPs para facilitar el proceso de liberación no 
lítica del virus. Como se ha comentado anteriormente, se ha descrito que la proteína VP5 
interactúa con la subunidad regulatoria p85α de PI3K, provocando la activación de la vía de 
señalización PI3K/Akt (Wei et al., 2011). Los resultados obtenidos en este trabajo son compatibles 
con esta observación. Es factible pensar que la proteína VP5 unida a la cara citosólica de la PM 
podría actuar como plataforma de unión a PI3K a través de su interacción con su subunidad p85α. 
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Esta interacción proporcionaría la base estructural necesaria para activar la vía de señalización 
PI3K/Akt en ausencia de otros estímulos externos. Asumiendo este escenario hipotético, la 
selectividad de la proteína VP5 por especies monofosfato de PIPs podría restringir una posible 
competición por los sustratos de PI3K, facilitando de este modo la activación de esta vía.  
Tomando en consideración los resultados obtenidos, es factible sugerir que la 
sobreexpresión de la proteína VP5 podría provocar la desregulación de vías de señalización 
dependientes de PIPs, incluyendo aquellas que controlan las dinámicas del citoesqueleto (Bird et 
al., 2014). Esta hipótesis explicaría observaciones anteriores de nuestro laboratorio que 
demostraban que la sobreexpresión de la proteína VP5 provoca una fuerte alteración de la 
morfología celular, incrementa la motilidad celular y eventualmente conduce a la lisis celular 
(Lombardo et al., 2000). 
 










1) La proteína VP5 se expresa a lo largo de todo el ciclo de replicación viral, siguiendo un patrón 
de expresión temporal similar al del resto de proteínas virales. 
 
2) La eliminación de la proteína VP5 no afecta al funcionamiento de procesos básicos del ciclo de 
replicación viral (transcripción/replicación del genoma, traducción de proteínas virales y 
morfogénesis de la progenie). De igual manera, nuestros estudios indican que esta proteína no 
interviene en el fenómeno de muerte celular inducido por la replicación viral. 
 
3) IBDV utiliza dos mecanismos independientes para la liberación de la progenie viral. Un 
mecanismo de liberación no lítico, no descrito anteriormente, dependiente de la expresión de 
la proteína VP5, que permite la liberación de una fracción sustancial de la progenie viral 
durante la fase exponencial del ciclo replicación, y un mecanismo tardío, asociado a la 
destrucción de la integridad celular.  
 
4) El mecanismo de liberación no lítica incrementa de forma significativa la capacidad de 
diseminación del virus y es dependiente de la expresión de la proteína VP5. 
 
5) La liberación no lítica de partículas virales de IBDV parece estar asociada a la formación de una 
compleja red túbulo-vesicular formada por matrices paracristalinas de virus y viriones aislados 
rodeados por estructuras membranosas, en el citoplasma de las células infectadas. El estudio 
ultraestructural realizado sugiere que la liberación no lítica de virus tiene lugar mediante la 
fusión de vesículas cargadas con partículas virales con la membrana plasmática de la célula 
infectada.  
 
6) La tropismo membranal de la proteína VP5 está determinado por la interacción electrostática 
de su extremo C-terminal policatiónico con los fosfoinosítidos, especialmente con las formas 
monofosfato (PI(3)P, PI(4)P y PI(5)P), presentes en la cara interna de la membrana plasmática y 
otras orgánulos citoplasmáticos. 
 
7) La eliminación del dominio de interacción con PIPs de la proteína VP5 provoca la inactivación 
del mecanismo de liberación no lítica del virus, reduciendo de forma significativa su capacidad 
de diseminación. 
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